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1 Einleitung und Problemstellung 
Mit einem Pleonasmus, also einem „weißen Schimmel“, beschäftigt sich die vorliegende 
Arbeit. Mit diesem Fazit würde vermutlich der Verfasser eines Leserbriefes an die Zeitschrift 
Nachrichten aus der Chemie (Wolgast, 2003) die durchgeführten Untersuchungen zu 
posttranslationalen Quervernetzungsreaktionen in Milchprodukten subsumieren. Es geht ihm 
hierbei um die sprachlich unsinnige Übersetzung des englischen Begriffes „crosslink“ durch 
das deutsche Wort „quervernetzen“. Die wörtliche Übertragung ergibt „quer“ (für cross) und 
„verbinden“ (für link), was sehr zutreffend die Vorgänge bei der Oligomerisation von 
Monomer-Bausteinen wiedergibt. Ein Netz stellt für sich schon ein Gebilde von untereinander 
querverbundenen Fäden dar. Daher ist die Übersetzung des Begriffes „crosslink“ durch 
„quervernetzen“ im Deutschen nicht sinnvoll, da ein Netz bereits die Querverbindung 
impliziert. Trotz dieses richtigen Einwandes wurde auch in der vorliegenden Arbeit der in den 
letzten Jahren im deutschen Sprachgebrauch etablierte Begriff Quervernetzung verwendet. 
Dabei soll „quer“ als eine Betonung des intermolekularen Charakters der untersuchten 
Oligomerisation verstanden werden. 
Bei der Herstellung und Lagerung von Milch und Milchprodukten kommt es in 
unterschiedlichem Ausmaß zur Bildung von reversiblen und irreversiblen 
Proteinquervernetzungen. Dabei verändern sich neben technologischen auch 
ernährungsphysiologische Eigenschaften des Produktes. Die für die Oligomerisation 
verantwortlichen Strukturen sind bisher nur zum Teil bekannt. Daher soll in dieser Arbeit 
zunächst das Ausmaß der Quervernetzung in einer größeren Anzahl an handelsüblichen 
Milchprodukten ermittelt und mit den für diese Proben gemessenen Gehalten der für 
irreversible Quervernetzungsreaktionen in Lebensmitteln wichtigen Aminosäurederivate 
Lysinoalanin (LAL) und Histidinoalanin (HAL) verglichen werden. Der Beitrag dieser beiden 
Dehydroalanin-Derivate für Oligomerisationen ist jedoch stark von der Art ihres 
Bildungsweges abhängig. Da es in der Literatur keine abschließenden Untersuchungen über 
eine intra- oder intermolekularen Bildung von LAL und HAL gibt, ist dies eine grundlegende 
Aufgabe, um in der Folge den Anteil von unbekannten Crosslinks für die analysierten 
Lebensmittel bestimmen zu können. Die Identifizierung dieser vorhandenen, jedoch 
strukturell unbekannten Crosslinks ist ein weiteres Ziel der vorliegenden Untersuchungen. 
Hierbei richtet sich das Interesse vor allem auf Quervernetzungsprodukte, die im 
Zusammenhang mit der nicht-enzymatischen Bräunung oder Maillard-Reaktion gebildet 
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werden. Aus der Literatur sind eine Vielzahl von Verbindungen, die an der Oligomerisation 
und den damit verbundenen Eigenschaftsänderungen von Proteinen beteiligt sind, aus 
Modellansätzen oder in vivo-Studien bekannt. Untersuchungen zum Vorkommen dieser 
Strukturen in handelsüblichen Lebensmitteln fehlen jedoch in den überwiegenden Fällen. 
Dazu ist neben der Synthese einzelner Verbindungen als Standardmaterial die Entwicklung 
bzw. Optimierung der Analytik für Lebensmittelmatrices durchzuführen. Einige der 
bekannten, aber noch nicht in Lebensmitteln nachgewiesenen Crosslinkaminosäuren zeichnen 
sich durch eine charakteristische Fluoreszenz aus. Die Zunahme der Fluoreszenz in 
technologisch hergestellten Milchprodukten ist aus der Literatur bekannt, ein Identifizierung 
der dafür verantwortlichen Verbindungen fehlt hingegen. Daher ist ein weiteres Ziel dieser 
Arbeit, individuelle, fluoreszierende Crosslinks in Milchprodukten zu charakterisieren und zu 
quantifizieren. 
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2 Theoretischer Teil 
Da Milch ein wichtiges Lebensmittel für die menschliche Ernährung darstellt, wird die 
Veränderung von Milchinhaltsstoffen im Rahmen der technologischen Be- und Verarbeitung 
schon seit langer Zeit untersucht. Bereits McCollum und Davis (1915) beobachteten beim 
Erhitzen von Magermilchpulver, Molke und Casein unterschiedliche Einflüsse auf die 
nutritiven Eigenschaften dieser Produkte: Das feucht erhitzte Magermilchpulver verlor im 
Vergleich zur unerhitzten Probe deutlich seine ernährungsphysiologischen Eigenschaften, wo 
hingegen kaum Unterschiede zwischen thermisch behandelter und unbehandelter Molke 
festzustellen waren. Aufgrund ihrer Beobachtung schlossen die Autoren, daß hauptsächlich 
Veränderungen des Caseins für die verminderte nutritive Qualität von erhitzter Milch 
verantwortlich ist. Als eine mögliche Ursache werden hier Verluste des Schwefelgehaltes von 
thermisch behandeltem Casein angeführt wie sie von Mörner (1901) beschrieben wurden. In 
späteren Jahren konnte jedoch in einer Vielzahl von Arbeiten (z.B. Finot, 1983; Friedman, 
1996; van Boekel, 1998) gezeigt werden, daß der Verlust von ernährungsphysiologischen 
Eigenschaften neben anderen Effekten vor allem auf die Veränderung von essentiellen 
Aminosäuren im Protein zurückzuführen ist. Diese Proteinmodifikationen können in 
verschiedene Kategorien eingeteilt werden. 
2.1 Proteinquervernetzung ohne Kohlenhydratbeteiligung 
Die thermische Behandlung von Proteinen führt unter anderem zur Bildung von Isopeptiden 
(Otterburn, 1983). Dabei handelt es sich um intra- oder intermolekulare Säureamidbindungen 
zwischen ε-Aminogruppen von proteingebundenem Lysin und ω-Carboxylgruppen von 
Glutamin- oder Asparaginsäure. Isopeptide treten sowohl in tierischen als auch in 
Phytoproteinen auf und dienen zu deren mechanischer Stabilisierung. Sie werden dort 
enzymatisch durch γ-Glutamyltransferase gebildet. Schmitz et al. (1976) konnten zeigen, daß 
Isopeptide für die Proteinquervernetzung in erhitzen Milchprodukten aus quantitativer Sicht 
keine Rolle spielen. Heute sind enzymatische Quervernetzungen besonders im Hinblick auf 
die Entwicklung neuer Produkte bzw. die Verbesserung von Produkteigenschaften 
technologisch von Interesse. Der Einsatz von Transglutaminase führt zu einer verbesserten 
Gelfestigkeit von Joghurt (Lauber et al., 2000), aber auch andere Lebensmittel 
(Fleischprodukte, Milchprodukte, Pasteten) können in ihrer Textur beeinflußt werden. 
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Die Bildung von Disulfidbrücken ist für die Proteinquervernetzung wesentlich bedeutender. 
Dabei reagieren die Seitenketten von proteingebundenen Cystein- und Cystin-Resten über 
Thiol-Disulfidaustausch miteinander. Im Milcheiweiß können αS2- und das κ-Casein (je zwei 
Cystein-Reste) und die Molkenproteine β-Lactoglobulin (drei intramolekulare Cystin-Reste, 
ein Cystein-Rest) und α-Lactalbumin (vier intramolekulare Cystin-Reste) reagieren (Wong et 
al., 1996). αS1- und β-Casein sind wegen fehlender Cystein/Cystin-Reste nicht zur Ausbildung 
von Disulfidbrücken befähigt. Die bei der Lebensmittelherstellung verwendeten 
Erhitzungsbedingungen reichen in der Regel aus, um diese Quervernetzungen in 
quantitativem Umfang zu bilden, jedoch werden sie schon durch milde Reduktionsmittel 
wieder in die Cystein-Reste gespalten. Der Thiol-Disulfidaustausch von reduziertem 
Glutathion (γ-L-Glutamyl-L-cysteinyl-L-glycin) mit Proteindisulfidbindungen in 
Weizenkleberproteinen beeinflußt die rheologischen Eigenschaften von Weizenteigen. Man 
führt dies auf eine Molmassenerniedrigung von Proteinfraktionen zurück, die an der 
Strukturbildung klebriger Teige beteiligt sind (Belitz, 1992). 
 
Zur Erzielung bestimmter funktioneller Eigenschaften werden Proteine einer alkalischen 
Behandlung unterzogen. Dabei kommt es zu unterschiedlichen Modifikationen der 
Aminosäureseitenketten im Protein. Aus Wollprotein, das in soda-alkalischer Lösung 
behandelt wurde, konnten Horn et al. (1941) eine neue schwefelhaltige Aminosäure 
identifizieren, die sie als Lanthionin (LAN) bezeichneten (Abb. 2.1-5). Bohak (1964) 
beobachtete in Ribonuclease A, die bei pH 13 einer Hitzebehandlung und anschließend einer 
Säurehydrolyse unterzogen wurde, eine Abnahme der Lysinreste von zehn im nativen Protein 
auf sechs im erhitzten. Ebenfalls verringerten sich die Cysteinreste von acht auf einen. Da die 
Lysinverluste nicht durch die Instabilität des Lysins im Alkalischen zu erklären waren, führte 
Bohak sie auf die Bildung eines neuen Lysinderivats zurück. In den Hydrolysaten der 
Inkubationsansätze fand er ein neues Aminosäurederivat, das er als Nε-(DL-2-Amino-2-
carboxyethyl)-L-lysin oder Lysinoalanin (LAL) isolieren und identifizieren konnte (Abb. 
2.1-5). 
Lysinoalanin entsteht jedoch nicht nur unter drastischen Bedingungen, sondern auch bei 
neutralem pH-Wert und mäßiger Erhitzung (Sternberg et al., 1975). Damit kann Lysinoalanin 
zum einen direkt bei der Zubereitung (Kochen, Braten, Backen, etc.) von Lebensmitteln 
gebildet werden, zum anderen kann es über vorbehandelte Lebensmittelzutaten (alkalisch 
behandelte Proteine) in das Produkt gelangen. 
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Untersuchungen von Woodard et al. (1973), die einen Zusammenhang zwischen einer 
histopathologischen Nierenveränderung bei Ratten und der Verfütterung von LAL-haltigen 
Sojaprotein feststellten, waren der Ausgangspunkt für eine verstärkte Beschäftigung mit der 
Entstehung und dem Vorkommen von LAL in Lebensmitteln. 
2.1.1 Reaktionsmechanismus der Lysinoalanin-Bildung 
Die Bildung von Lysinoalanin verläuft in einer zweistufigen Reaktion: Im ersten Schritt 
werden über eine basenkatalysierte β-Eliminierung aus Cystein-, Cystin-, Serin- und 
Threoninseitenketten Dehydroaminosäuren als Intermediate gebildet (Abb. 2.1-1). 
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Abb. 2.1-1: Bildung von Dehydroaminosäuren (zweistufiger Mechanismus) 
 
Die β-Eliminierung läuft in zwei Teilschritten ab. Zunächst wird das relativ acide Proton am 
α-Kohlenstoffatom der Aminosäure 1a basenkatalysiert abgespalten. Das so gebildete 
Carbanion 2 kann zum einen über die Rückreaktion wieder die Aminosäure bilden, was zu 
einer Racemisierung der proteinogen vorkommenden L-Aminosäuren führt (1a, b). Zum 
anderen kann es sich durch Abspaltung der Abgangsgruppe Y unter Bildung der α,β-
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ungesättigten Dehydroaminosäuren 3a (Dehydroalanin DHA) bzw. 3b (Dehydro-α-
aminobuttersäure DHB) stabilisieren. Neben diesem zweistufigen Mechanismus der β-
Eliminierung schlagen Masters et al. (1980) zusätzlich einen E2-Mechanismus vor, bei dem 
die Abspaltung des aciden Protons und die Bildung der Doppelbindung durch Elimination der 
Abgangsgruppe Y in einem Schritt erfolgen (Abb. 2.1-2). 
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Abb. 2.1-2: Bildung von Dehydroaminosäuren (einstufiger Mechanismus) 
 
Bei Cystin und Cystein verläuft die β-Eliminierung nach dem in Abb. 2.1-3 dargestellten 
Schema (Asquith et al., 1972). Dabei wird ausgehend von Cystin 4 durch Abstraktion eines 
Protons im Alkalischen DHA 3a und Thiocystein 5 (Persulfidion) gebildet. Unter Abspaltung 
von Schwefel entsteht daraus Cystein 6, das zu DHA 3a weiterreagieren kann. Die β- 
Eliminierung aus Cystein erfolgt im Vergleich zu Cystin jedoch wesentlich langsamer, da der 
Angriff der Base auf das Proton am α-Kohlenstoff durch die im Basischen deprotonierte 
Thiolgruppe deutlich erschwert ist (Zahn et al., 1958). Daß diese zweite Reaktion wirklich 
abläuft, lässt sich durch die Beobachtung von Asquith et al. (1972) belegen: Der Abbau von 
Cystin im Alkalischen  lieferte nicht Cystein und DHA im gleichen molaren Verhältnis, 
sondern es kam zu einem Überschuß an DHA. 
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Abb. 2.1-3: β- Eliminierung in Cystin und Cystein 
 
In verschiedenen Arbeiten konnte für unterschiedliche, kurzzeitig erhitzte Proteine gezeigt 
werden, daß es eine direkte Korrelation zwischen der Alkalität des Reaktionsmediums (pH 7 
bis 12) und der gebildeten Menge an Dehydroaminosäuren gibt (Friedman, 1979; 
Karayiannis et al., 1979; Kleyn et al., 1980; Nashef et al., 1977). Die 
Reaktionsgeschwindigkeit bei der Bildung der Dehydroaminosäuren wird außerdem noch 
durch die Art der Abgangsgruppe Y beeinflußt. Serin (R=H; Y=OH) und Threonin (R=CH3; 
Y=OH) reagieren erst bei hohen pH-Werten und längerer Erhitzung zu DHA bzw. DHB. 
Wesentlich bessere β-Eliminierungsraten weist dagegen Phosphoserin (Y=OPO3H2) auf. 
Schon unter milden basischen Bedingungen kommt es hier zur Abspaltung von Phosphat 
(Kleyn et al., 1980; Freimuth et al., 1980). In Phosvitin wurde im Vergleich zu Serin in 
anderen Proteinen eine 10 bis 160fach höhere β-Eliminierungsgeschwindigkeit für 
Phosphoserin gefunden (Sen et al., 1977). Lee et al. (1977) beschreibt eine Zunahme der β-
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Eliminierungsreaktion um den Faktor 200 bis 2000 bei O-glycosyliertem Threonin 
(Y=O-Glycosyl) gegenüber nicht modifiziertem Threonin. 
Ist die Bildung von DHA im Protein unerwünscht, so kann sie durch Veränderung der DHA-
Precursoren unterdrückt werden. In Proteinen sind häufig Cystin und Phosphoserin die 
Ausgangsverbindungen für die Entstehung von DHA. Durch Reduzierung von Cystin zu 
Cystein (Friedmann, 1994) und durch Dephosphorylierung von Phosphoserin zu Serin (Kleyn 
et al., 1980; Hasegawa et al., 1981a; Meyer et al., 1981) liegen nur noch Precursoren vor, die 
mit einer deutlich geringeren Eliminierungsrate DHA bilden. 
DHA wird nicht nur alkaliinduziert gebildet, sondern auch beim Erhitzen von Proteinen in 
schwach saurer bzw. neutraler Lösung; dies konnte von Watanabe et al. (1977) an β-
Lactoglobulin und von Kleyn et al. (1980) und Meyer et al. (1981) an β-Casein gezeigt 
werden. Dabei liegt die β-Eliminierungsrate im sauren und neutralen Milieu deutlich unter der 
im Basischen. 
 
Nach dem ersten Schritt des LAL-Reaktionsmechanismus – der β-Eliminierung – kann das 
gebildete DHA mit einem Nucleophil über eine 1, 4-Addition reagieren. Dabei entsteht aus 
der C-C-Doppelbindung durch Reaktion mit dem Nucleophil eine Einfachbindung (Abb. 
2.1-4). 
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Abb. 2.1-4: 1,4-Addition an Dehydroalanin 
 
Durch die Ausbildung der Einfachbindung entsteht am β-Kohlenstoff des DHA ein optisch 
aktives Zentrum. Da der Angriff des Nucleophils nicht stereoselektiv erfolgt, liegt am 
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β-Kohlenstoff des DHA ein Racemat vor. Handelt es sich bei dem angreifenden Nucleophil 
um eine proteinogene Aminosäure (z.B. L-Lysin), so besitzt diese – mit Ausnahme des 
Glycins – meist ein weiteres optisch aktives Zentrum. Bei der Entstehung von 
Aminosäurederivaten aus der Reaktion von DHA und Aminosäureseitenketten in Proteinen 
liegen deshalb immer das LL- und das LD-Isomer vor. Provansal et al. (1975) konnten für 
LAL zeigen, daß neben dem LL-LAL und LD-LAL auch DL-LAL und DD-LAL gebildet 
werden, falls das Protein einer alkalischen Behandlung unterzogen wurde. Ursache hierfür ist 
die schnelle Racemisierung des im Protein vorhandenen L-Lysins im alkalischen Milieu 
(Abb. 2.1-1). Bei der Herstellung von Lebensmitteln treten diese stark basischen pH-Werte 
meist in untergeordnetem Maße auf, so daß die Derivate des D-Lysins in Lebensmitteln kaum 
relevant sind und hier hauptsächlich LL- und LD-LAL zu finden sind. Im Allgemeinen wird 
aber bei der Betrachtung dieser Aminosäurederivate auf die Unterscheidung zwischen den 
einzelnen Stereoisomeren verzichtet, obwohl zum Beispiel bei LAL verschiedene 
physiologische Wirkungen für die jeweiligen Isomere beschrieben sind: Das Auftreten von 
Nephrozytomegalie ist bei LD-LAL etwa 30fach häufiger zu beobachten als bei DD-LAL und 
10fach häufiger als bei LL-LAL. Die DL-Form ist weniger aktiv als das LD-Isomer (Finot, 
1983).  
Neben der ε-Aminogruppe des L-Lysins können auch andere Verbindungen als Nucleophile 
mit DHA und DHB zu Aminosäurederivaten reagieren (Abb. 2.1-5). Ziegler et al. (1967) 
fanden in alkalibehandeltem Wollprotein Ornithinoalanin 8 (OAL), das aus dem Arginin-
Abbauprodukt Ornithin und DHA gebildet wird. β-Aminoalanin 9 entsteht aus der Addition 
von Ammoniak, der zum Beispiel aus Asparagin- und Glutamin-Seitenketten abgespalten 
wurde, an DHA (Asquith et al., 1968). Wie Garcia-Dominguez et al., (1971) zeigten, kann β-
Aminoalanin 9 mit einem weiteren Molekül DHA zu β-Aminoalaninoalanin 10 reagieren, das 
in Säurehydrolysaten von alkalibehandelter Wolle nachgewiesen wurde. In Hydrolysaten von 
laugenbehandelten Lebensmittelproteinen gelang der Nachweis von Phenylethylaminoalanin 
11 (PEAA), welches durch Addition des biogenen Amins Phenylethylamin an DHA entsteht 
(Jones et al. 1981). 
Fujimoto et al. (1982) wiesen im Bindegewebseiweiß von Knochen und Zähnen erstmals 
Histidinoalanin 12 (HAL) nach; in nachfolgenden Arbeiten (Sass et al., 1983 und 1984; 
Marsh, 1986) wurde an einem Muschelprotein gezeigt, daß beide Imidazolstickstoffatome des 
Histidins sich an DHA addieren und somit Nπ- und Nτ-HAL (12a und 12b) als Isomere 
gebildet werden. Henle et al. (1993) gelang erstmals die Bestimmung von HAL 12 in 
verschiedenen Lebensmitteln. 
10  2 THEORETISCHER TEIL 
Als Reaktionsprodukt von Cystein und DHA konnten Horn et al. (1941) Lanthionin 13a 
(LAN) in alkalibehandelter Wolle nachweisen, Schöberl et al. (1947) klärten den zunächst nur 
postulierten Bildungsweg über DHA auf. Neben der Reaktion mit DHA kann Cystein auch 
mit DHB ein Additionsprodukt bilden: Methyllanthionin 13b (MeLAN) (Friedman, 1999). 
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Abb. 2.1-5: Reaktionsprodukte von DHA und DHB (Friedman, 1999) 
 
Nachdem Bohak (1964) Lysinoalanin 7a (LAL) im Säurehydrolysat von alkalisch behandelter 
Ribonuclease und Ziegler (1964) LAL in basisch bearbeiteter Wolle nachweisen konnten, 
gelang Kruse et al. (1989) in Peptid-Modellansätzen die Identifizierung des Michael-
Additionsproduktes von Lysin und DHB: Lysinomethylalanin 7b (LMeAL). In analoger 
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Weise reagieren auch Histidin und DHB zu Histidinomethylalanin HMeAL (Struktur nicht 
abgebildet) (Friedman, 1977). Walter et al. (1994) untersuchten unterschiedliche 
Milchprodukte auf LMeAL und HMeAL. Beide Verbindungen waren in keinem Fall 
nachweisbar. In Modellansätzen beobachteten sie, daß zum einen die Bildung von DHB aus 
Threonin im Vergleich zur Bildung von DHA aus Serin verlangsamt verläuft, zum anderen 
die Reaktivität von DHB zu Nucleophilen gegenüber der von DHA um den Faktor zehn 
geringer ist. 
Mit Ausnahme der Strukturen 9 und 11 sind alle in Abb. 2.1-5 dargestellten 
Reaktionsprodukte von DHA und DHB in der Lage, Proteine zu vernetzen. Man spricht 
deshalb auch von Crosslinkaminosäuren oder Crosslinks. Diese Begriffe können aber auch 
auf alle anderen Strukturen (Disulfidbrücken, Isopeptide, etc.) angewendet werden, die eine 
Verknüpfung zwischen zwei oder mehr Aminosäureseitenkettenfunktionen eines oder 
mehrerer Proteinmoleküle ermöglichen. 
2.1.2 Beitrag von LAL und HAL zur Proteinoligomerisation 
Unter der Proteinoligomerisation oder –quervernetzung versteht man eine Aggregation von 
Eiweißmolekülen, die über Crosslinkaminosäuren miteinander verbunden sind. Dabei liegen 
die Crosslinks als intermolekulare Strukturen vor. Im Gegensatz dazu führt die Ausbildung 
von intramolekularen Quervernetzungsderivaten nicht zu einer Proteinoligomerisation. Für 
jede Crosslinkaminosäure ist grundsätzlich sowohl eine inter- als auch eine intramolekulare 
Bildung möglich. Damit kann über den Gehalt an Crosslinks in einem Protein nicht direkt auf 
dessen Oligomerisierung geschlossen werden. 
Über die Beteiligung von individuellen Crosslinks an der Quervernetzung gibt es eine 
Vielzahl von Untersuchungen. Bereits Bohak (1964) beobachtete bei der Inkubation von 
Ribonuclease-Lösungen in steigenden Konzentrationen keine Zunahme von LAL, was er auf 
eine intramolekulare Bildungsreaktion zurückführte. Für die intramolekulare Bildung ist nach 
seiner Auffassung eine bestimmte räumliche Nähe der Reaktionspartner erforderlich, weshalb 
er für Ribonuclease die Aminosäuresequenzen Cys40-Lys41 und Cys65-Lys66 als bevorzugte 
intramolekulare LAL-Bildungsorte vorschlägt. Untersuchungen an alkalisch behandelten 
Cystin-Lysin-Modelldipeptiden lieferten analoge Ergebnisse (Ziegler, 1971). SDS-
elektrophoretische Untersuchungen von alkalisch behandelten Ribonuclease A- und 
Lysoszym-Lösungen ergaben, daß es trotz der Bildung von LAL zu keinen Oligomer-Banden 
im Elektropherogramm kam und daher nur von einer intramolekularen Bildung ausgegangen 
werden kann (Hayashi et al., 1980). Dabei war die gebildete LAL-Menge unabhängig von der 
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eingesetzten Proteinkonzentration. N-terminale Lysin-Reste reagierten weder in Ribonuclease 
A noch in Lysozym zu LAL. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von Hayashi et al. (1980) 
fanden Kuramitsu et al. (1979) in Untersuchungen zur alkalischen Disulfidspaltung von 
Lysozym mittels SDS-Gelelektrophorese verschiedene Oligomere, deren Auftreten sie mit der 
Bildung von LAL korrelierten. 
Die Inkubation von β-Casein und Glucose in neutraler Lösung führte nach Arbeiten von 
Pellegrino et al. (1999) zu einer mit SDS-PAGE und GPC meßbaren Aggregatbildung. 
Modellansätze, die nur β-Casein enthielten, zeigten diese Oligomerisierung nicht. Die Gehalte 
an LAL waren in den Ansätzen am größten, die keine Oligomere gebildet hatten. Die 
Glucose-haltigen Systeme wiesen eine um das 2-3fach geringere Menge an LAL im Vergleich 
zu gleichbehandelten reinen β-Casein-Ansätzen auf, was durch eine Konkurrenzreaktion von 
Zucker und DHA um die ε-Aminogruppe des Lysins zu erklären ist (Pellegrino et al., 1996). 
Als Konsequenz dieser Ergebnisse gehen Pellegrino et al. (1999) von einer ausschließlich 
intramolekularen LAL-Bildung aus. Diese Annahme wird durch die Aminosäuresequenz des 
β-Caseins untermauert: Im N-terminalen Ende sind neben allen Phosphoserin-Resten (DHA-
Precursoren) auch vier Lysinreste lokalisiert (Otterburn, 1989), so daß das gebildete DHA 
sofort mit benachbarten Lysin-Seitenketten im selben Caseinmolekül reagiert und keine 
intermolekulare Reaktion mit anderen Proteinmolekülen eingeht (Pellegrino et al., 1999).  
Dosako et al. (1979) erkannten eine Viskositätszunahme bei der Alkalibehandlung von 
konzentrierten Caseinlösungen. Wegen der gleichzeitigen LAL-Zunahme postulierten sie eine 
intermolekulare Bildung. Nach Inkubation von αS1- und β-Casein bei jeweils 40°C für drei 
Stunden mit 0,25 molarer Natronlauge konnte in den Proteinen sowohl LAL als auch mittels 
SDS-PAGE und Gradientengelelektrophorese Oligomere nachgewiesen werden (Hasegawa et 
al., 1981b). Die Autoren gingen von einer zumindest teilweise intermolekularen LAL-
Reaktion aus, da die vorliegenden LAL-Gehalte alleine durch Reaktion von sequentiell 
benachbarten Phosphoserin- und Lysinresten nicht gebildet werden konnten. 
Von Chang (1991) konnte in alkalibehandeltem Hirudin mittels Peptid-Mapping 
nachgewiesen werden, daß 53% der Sequenz Lys27-Cys28 durch LAL modifiziert sind. 
Daneben wurde aber eine LAL-Modifizierung auch in den Abschnitten Lys36-Asp37 (43%) 
und Lys47-Pro48 (16%) registriert. Es gelang hiermit der Nachweis, daß LAL auch an 
Lysinresten gebildet werden kann, die nicht direkt einem DHA-Precursor benachbart sind, 
und dies zu einer intermolekularen Oligomerisation führen kann. Damit war neben der aus 
sequentiell benachbarten Reaktionspartnern gebildeten, intramolekularen LAL-
Quervernetzung auch ein intermolekulares Crosslinking möglich. 
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Durch Succinylierung blockierten Hasegawa et al. (1981a) die ε-Aminogruppen des Lysins in 
β-Casein. Eine andere β-Casein-Probe wurde dephosphoryliert, so daß der für die DHA-
Bildung wichtige Precursor Phosphoserin nicht mehr zur Verfügung stand. Nach alkalischer 
Behandlung von succinyliertem β-Casein, dephosphoryliertem β-Casein und einer Mischung 
aus beiden Komponenten konnte im succinyliertem Casein kein, im dephosphoryliertem 
Casein geringe Mengen und in der Mischung deutliche Gehalte an LAL nachgewiesen 
werden. Die signifikante Bildung von LAL in der Proteinmischung konnte nur durch 
intermolekulare Quervernetzungen erklärt werden, da intramolekulare Reaktionen im 
jeweiligen Protein durch die Derivatisierung ausgeschlossen waren. 
Bei der Inkubation von Polyserin mit Polylysin im basischen Milieu wiesen Karayiannis et al. 
(1979) LAL nach, das nur intermolekular gebildet werden konnte. In alkalisch behandeltem 
Tubulin fanden Correia et al. (1993) eine durch intermolekulares LAL hervorgerufene 
Dimerenbildung (1 mol LAL pro 1 mol Dimer). 
Walter (1995) untersuchte die LAL- und HAL-Bildung in verschiedenen thermisch 
behandelten Protein-Modellansätzen. Dabei kam er zu dem Ergebnis, daß LAL und HAL 
weitgehend unabhängig von der jeweiligen Proteinsequenz entstehen. Um das Ausmaß der 
intra- bzw. intermolekularen LAL- und HAL-Quervernetzung beurteilen zu können, 
untersuchte er außerdem mittels GPC unterschiedlich wärmebelastete β-Casein-
Modellsysteme. Dazu trennte er zunächst die gebildete Dimer-Caseinfraktion von der 
Monomer-Fraktion chromatographisch ab und bestimmte in den einzelnen Fraktionen die 
Gehalte an LAL und HAL. Der Autor konnte zeigen, daß eine hitzeinduzierte Bildung von 
LAL und HAL in β-Casein fast ausschließlich intermolekular abläuft. Damit tragen beide 
Crosslinkaminosäuren wesentlich zur Proteinoligomerisation bei. Basierend auf diesen 
Ergebnissen gingen Henle et al. (1996) bei der Untersuchung von gelagerten UHT-Milchen 
davon aus, daß LAL und HAL in vollem Umfang zur Erklärung einer gemessenen 
Proteinquervernetzung herangezogen werden können. 
Fujimoto et al. (1984) berichten über den Nachweis von HAL in Proteoglycan-
Untereinheiten. Da sie keine Dimerisierung feststellen konnten, gingen sie von einer 
intramolekularen Bildung aus. 
Die Frage, ob LAL und HAL intra- oder intermolekular gebildet werden, und - damit 
verbunden - nach ihrer Bedeutung für eine Proteinoligomerisation, wurde für verschiedene 
Modellsysteme beantwortet. Dabei war keine allgemeingültige Aussage für die Bildung dieser 
Crosslinks möglich. Der Bildungsweg scheint durch eine Anzahl von Faktoren beeinflußt zu 
werden (Protein, Sequenz, Proteinkonzentration, pH-Wert, Temperatur, usw.), so daß je nach 
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Modellkonzeption andere Ergebnisse resultierten. In keinem Fall wurde ein Protein 
untersucht, das aus einem verarbeiteten Lebensmittel isoliert wurde. Der Beitrag von LAL 
und HAL zur Oligomerisation von Lebensmittelproteinen, die in der Lebensmittelmatrix 
einem gängigen technologischen Verarbeitungsprozeß unterzogen wurden, ist bis heute nicht 
geklärt. 
2.1.3 Ernährungsphysiologische und toxikologische Aspekte des Lysinoalanins 
Bei der Verfütterung von alkalisch behandeltem, industriellen Sojaprotein an Ratten wurde in 
deren Nieren das Auftreten von Zytomegalie, einer histopathologischen Vergrößerung der 
Zellen, beobachtet. Als Ursache dafür gaben Woodard et al. (1973) das im Protein gebildete 
LAL an. De Groot et al. (1976) konnten diese Ergebnisse nur partiell bestätigen: Sie 
diagnostizierten eine Nephrozytomegalie bei Ratten nur in solchen Fällen, in denen freies 
LAL in einer Dosis von mehr als 100 ppm verfüttert wurde. Bei der Gabe von 
proteingebundenem LAL (bis zu 6000 ppm) konnten keine Veränderungen beobachtet 
werden. Andere Tierarten (Hamster, Mäuse, Kaninchen, Hunde, Affen) zeigten sogar bei 
1000 ppm freiem LAL keine Symptome. Die bei Ratten aufgetretene Nephrozytomegalie war 
durch Absetzen des LAL-haltigen Futters reversibel, so daß keine weiteren Auswirkungen an 
den Tieren zu beobachten waren (Struthers et al., 1978). Da LAL in freier Form nur in Spuren 
(Fritsch et al., 1981) und proteingebunden nur in Ausnahmefällen in Konzentrationen, die für 
eine nephrotoxische Wirkung nötig ist, in Lebensmitteln zu finden ist, gilt eine 
Nierenschädigung beim Menschen als unwahrscheinlich (De Groot et al., 1976; Gould et al., 
1977). 
Aus ernährungsphysiologischer Sicht könnte LAL in Lebensmitteln in unterschiedlicher 
Weise ein Problem darstellen: Zum einen wird die essentielle Aminosäure Lysin irreversibel 
blockiert, was vor allem in Proteinen, in denen Lysin die limitierende Aminosäure darstellt 
(Weizen, Mais), problematisch ist. Außer Lysin stehen aber auch die nicht-essentiellen 
Aminosäuren Cystin und Phosphoserin nicht mehr zur Verfügung. Im Gegensatz dazu können 
andere Lebewesen wie das Protozoon Tetrahymena pyriformis (Sternberg et al., 1979) und 
die Bakterien Aspergillus niger, Bacillus subtilis oder Escherichia coli (Finot, 1983) LAL als 
Lysinquelle verwerten. Zum anderen beeinflussen Oligomerisierungsreaktionen die 
Verdaubarkeit des Proteins. Die Modifikation der Aminosäureseitenketten verhindert, daß 
proteolytische Enzyme an diesen Stellen die Peptidbindung spalten können. Als Beispiel sei 
hier das Trypsin genannt, das neben Arginin- auch Lysinreste zur Bindungsspaltung benötigt 
(Savoie et al., 1991). Eine intermolekulare Vernetzung erschwert durch die 
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Molekülvergrößerung den Angriff der Verdauungsenzyme und vermindert somit ebenfalls die 
Proteinverdaubarkeit. Auf Grund seiner hohen Affinität zu Metallionen kann LAL außerdem 
einige Verdauungsenzyme hemmen, die Metallionen im aktiven Zentrum besitzen. Als 
Beispiel sei hier das Exoenzym Carboxypeptidase A genannt, das zweiwertige Zinkionen im 
aktiven Zentrum enthält und deshalb durch LAL inhibiert wird (Hayashi, 1982). Dabei ist die 
Inhibierung pH-abhängig. Im neutralen Bereich (pH 6,5 bis 7,5) ist sie bei einer LAL-
Konzentration von 5 mM vollständig, bei alkalischen pH-Werten (größer 8,5) findet sie nicht 
statt (Friedman et al., 1985).  
Neben der Bildung von LAL ist die Racemisierung zu D-Aminosäuren im alkalischen Milieu 
(siehe 2.1.1) aus physiologischer Sicht von Bedeutung, da die menschlichen 
Verdauungsenzyme nur die in der Nahrung hauptsächlich vorkommenden L-Aminosäuren 
verwerten können. 
Finot et al. (1977) untersuchten den Metabolismus von LAL mittels radioaktiv markiertem 
Substrat. Dabei konnte LAL durch Verdauungsenzyme teilweise freigesetzt und im 
Intestinaltrakt resorbiert werden. Der nicht-resorbierte Teil wurde partiell durch die Darmflora 
zu Kohlendioxid abgebaut. Die Ausscheidung erfolgte im Tierversuch über die Niere sowohl 
in freier als auch in acetylierter Form. Dabei war die Exkretion des freien LAL im Vergleich 
zu den N-Acetyl-Derivaten verlangsamt, was sich durch eine Anreicherung im Nierengewebe 
bemerkbar machte. Dies sahen Finot et al. (1977) als Ursache für die von Woodard et al. 
(1973) bei Ratten beobachtete Nephrozytomegalie an. 
Aus diesen Gründen muß ein Ziel bei der Herstellung von Lebensmitteln die Minimierung der 
Gehalte an LAL sein. In einer Stellungnahme des Bundesgesundheitsamtes (1985) (heute: 
BgVV) wird ein LAL-Gehalt für Lebensmittel von maximal 1000 ppm, besser noch von 500 
ppm im Protein als Höchstwert im Sinne einer guten Herstellungspraxis angesehen. Produkte, 
die zur grundlegenden oder ausschließlichen Ernährung bestimmter Personenkreise dienen 
(Säuglinge; Versorgung von Patienten mit Sondennahrung; etc.), sollten nach Erbersdobler et 
al. (1984) deutlich weniger LAL enthalten. LAL stellt damit einen Qualitätsparameter für 
Lebensmittel dar, der zum einen Aussagen über den ernährungsphysiologischen Wert des 
Produkts, zum anderen aber auch Rückschlüsse auf die Herstellungsweise der Ware zuläßt. So 
wird zur Unterscheidung zwischen traditionell hergestelltem (LAL-Gehalt max. 4 ppm) und 
industriell „nachgemachtem“ (LAL-Gehalte 15-420 ppm) Mozzarella der LAL-Gehalt 
herangezogen. Dabei werden bei der Herstellung der „nachgemachten“ Ware häufig Caseinate 
zugesetzt, die eine deutlich höhere LAL-Konzentration aufweisen als die üblicherweise 
verwendete Käsereimilch. Die Analytik erfolgt nach Umsetzung der säurehydrolysierten 
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Proben mit (9-Fluorenylmethyl)-chlorformiat (FMOCCl), anschließender 
Festphasenextraktion und Trennung an einer RP-HPLC mit Fluoreszenzdetektion. Die 
Nachweisgrenze liegt bei 0,4 mg LAL/kg Protein (Pellegrino et al., 1996). 
2.2 Proteinquervernetzung durch Maillard-Produkte 
Der Arzt Louis-Camille Maillard beschäftigte sich zu Beginn des 20. Jahrhunderts mit der 
Synthese von Peptidbindungen. Aufbauend auf Arbeiten von Emil Hermann Fischer 
versuchte Maillard zunächst, eine Kondensation von Aminosäuren und Glycerol unter milden 
Bedingungen zu erzielen (Maillard, 1911). Als er diese Reaktion mit Glucose an Stelle von 
Glycerol durchführte, beobachtete er eine Bräunung der Lösung. Die Ursache für diese 
Melanoidin-Bildung fand er in einer erhöhten Reaktivität der Aldehydgruppe des Zuckers im 
Vergleich zu den Hydroxylfunktionen des Glycerols (Maillard, 1912). Die Reaktion von 
Aminosäuren mit Zuckern wurde von dieser Zeit an als Maillard-Reaktion (Lintner, 1912; 
Ruckdeschel, 1914) oder auch nicht-enzymatische Bräunung bezeichnet (zu Leben und Werk 
von L.C. Maillard vergleiche Adrian, 1999 und Kawamura, 1983). Dabei ist der Begriff 
Maillard-Reaktion eigentlich irreführend, da es sich nicht um eine Einzelreaktion, sondern um 
eine Abfolge verschiedener Umsetzungen handelt. Die Gesamtheit der Maillard-Reaktion 
stellt also ein komplexes Reaktionsgeschehen dar, das bis heute noch nicht komplett 
aufgeklärt ist. Im Folgenden kann daher nur ein allgemeiner Überblick zur Maillard-Reaktion 
gegeben werden, wobei die für diese Arbeit wichtigen Punkte genauer betrachtet werden. 
2.2.1 Überblick zur Maillard-Reaktion 
Die Maillard-Reaktion kann in drei Phasen eingeteilt werden: Anfangsphase, fortgeschrittenes 
Stadium und Endphase. Die Anfangs- oder Initialphase ist gekennzeichnet durch die Addition 
von nucleophilen Aminogruppen an die Carbonylfunktion von Zuckern unter Bildung von 
farb-, geschmacks- und geruchslosen Amadori- oder Heyns-Verbindungen. In der 
fortgeschrittenen Phase werden daraus durch Enolisierung und Wasserabspaltung 
Desoxyosone (α-Dicarbonyle) gebildet. Diese können durch Reaktion mit weiteren 
Aminokomponenten aromaaktive oder gefärbte Endprodukte der Maillard-Reaktion bilden. 
2.2.1.1 Initialphase 
Bei der nucleophilen Addition einer Aminoverbindung an eine Aldose (hier: Glucose 14) 
entsteht unter Wasserabspaltung die Schiff’sche Base 15 (Imin), die zum Glycosylamin 16 
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cyclisiert (N-Glykosid, als das bevorzugte β-Pyranosid dargestellt). Sowohl die Schiff’sche 
Base als auch das Glycosylamin sind relativ instabil und reagieren in Lebensmitteln sofort 
durch eine Umlagerungsreaktion weiter (Ledl et al., 1990). In dieser sogenannten Amadori-
Umlagerung wird säurekatalysiert über das Immoniumion 17 des Glycosylamins und über ein 
Enaminol 18 die 1-Amino-1-desoxy-ketose 19 (Amadori-Produkt) gebildet (Abb. 2.2-1). 
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Abb. 2.2-1: Bildung des Amadori-Produktes am Beispiel der Glucose 
 
Das Amadori-Produkt ist das erste analytisch faßbare Produkt der Maillard-Reaktion und 
kann unter anderem in erhitzten und gelagerten Lebensmitteln, in getrocknetem Obst sowie in 
Gemüse- und Milchprodukten nachgewiesen werden (zusammengefaßt bei Ledl et al., 1990). 
In vivo sind Amadori-Produkte bei gesunden Menschen, in verstärktem Maße aber bei 
Diabetikern zu finden. 
Handelt es sich bei dem Zucker anstelle der Aldose um eine Ketose (hier: Fructose 20), so 
entsteht über das Fructosylimin 21 und das Fructosylenaminol 22 als Endprodukt der 
Umlagerung eine 2-Amino-2-desoxy-aldose 23 (Heyns-Verbindung) wie es in Abb. 2.2-2 
dargestellt ist. 
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Bei der Erhitzung von Milch reagiert Lactose 24 vor allem mit den ε-Aminogruppen des 
proteingebundenen Lysins 25 zu 1-Amino-1-desoxy-lactulosyllysin (Lactuloselysin 26) (Abb. 
2.2-3). Dieses Amadori-Produkt ist bei nicht zu drastischen und zu langen Erhitzungen in 
Milch relativ stabil (Mauron, 1981). Henle et al. (1991a) bestimmten nach enzymatischer 
Totalhydrolyse mittels Ionenaustauschchromatographie direkt den Gehalt an Lactuloselysin in 
erhitzter Milch und schlossen daraus auf die vorhandene Lysinblockierung. Eine weitere, 
häufig verwendete Möglichkeit zur Bestimmung der Lysinblockierung und damit dem 
Ausmaß der frühen Maillard-Reaktion ist die Analytik des Furosins 27. Bei der 
Säurehydrolyse entsteht zu einem gewissen Anteil aus Lactuloselysin das Reaktionsprodukt 
Furosin, das mittels RP-HPLC oder Ionenaustauschchromatographie analysiert werden kann. 
Da bei der Säurehydrolyse neben Furosin auch Pyridosin und Lysin gebildet werden, ist für 
die Ermittlung der Lysinblockierung die Kenntnis des exakten Überführungsfaktors Lysin zu 
Furosin nötig. Krause et al. (2003) untersuchten den Einfluß verschiedener Amadori-Produkte 
und Hydrolysebedingungen auf die Bildung von Furosin und konnten mit der Angabe von 
definierten Überführungsfaktoren die Furosin-Analytik absichern. 
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2.2.1.2 Fortgeschrittene Phase 
Die in der Initialphase gebildeten Amadori- oder Heyns-Verbindungen können über 
verschiedene Enolisierungs- und Fragmentierungsreaktionen neue, reaktive Verbindungen 
bilden, die mit oder ohne Beteiligung von Aminoverbindungen zu Bräunungsprodukten 
reagieren. Dabei entstehen als reaktive Intermediate vor allem α-Dicarbonyle. 
In Abb. 2.2-4 sind die beiden, im schwach sauren bis neutralen pH-Bereich (pH 4-7) 
ablaufenden 1,2- und 2,3-Enolisierungsreaktionen von 1-Amino-1-desoxy-2-ketosen 
dargestellt. Aus dem 1,2-Enaminol 28 entsteht unter Abspaltung der Aminokomponente das 
3-Desoxyoson 29; analog läuft die Reaktion ausgehend vom 2,3-Enaminol 30 zum 1-
Desoxyoson 31 ab. Das 4-Desoxyoson 32, das verstärkt aus Disacchariden gebildet wird, 
kann auch ohne Abspaltung der Aminoverbindung entstehen, so daß es sowohl in 
stickstoffreier als auch in stickstoffhaltiger Form vorliegen kann. Der Abbau der Amadori-
Verbindungen erfolgt überwiegend aus der offenkettigen Form heraus. Die cyclische Form 
kann jedoch durch direkte Dehydratisierung ebenfalls abgebaut werden. Nach Kroh (1994) ist 
die Osonbildung bei erhöhten Temperaturen im sauren oder alkalischen Milieu auch direkt 
aus Monosacchariden ohne die Stufe der Amadori-Verbindungen möglich. 
Aus den 3-Desoxyosonen kann durch Cyclisierung und Wasserabspaltung sowohl ein 
Hydroxymethylpyranon–Derivat als auch das 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) gebildet 
werden, das analytisch als Erhitzungsparameter für verschiedene Lebensmittel wie zum 
Beispiel Honig dient. In Gegenwart von primären Aminen entstehen hierzu N-analoge Pyrrole 
und Pyridiniumbetaine. Furanone sind wichtige Aromastoffe, die aus den 1-Desoxyosonen 
von Pentosen und Hexosen gebildet werden. Der Abbau der 1-Desoxyosone von 
Disacchariden wie Lactose und Maltose führt zum β-Pyranon. Das aus Lactose gebildete β-
Pyranon konnte in erhitzter Milch nachgewiesen werden und bildet als Hauptprodukt weiterer 
Reaktionen β-Galactosylisomaltol. Maltose liefert hingegen als Majorkomponente Maltol und 
nur in geringen Mengen α-Glucosylisomaltol. Der α-Glucosylrest behindert sterisch die 
Ausbildung des Furanrings stärker als der β-Galactosylrest, was als Ursache für die 
unterschiedliche Produktverteilung bei Lactose und Maltose anzusehen ist. 
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Abb. 2.2-4: Enolisierungen des Amadori-Produktes und Desoxyosonbildung 
 
Die Bedeutung der Amadori-Produkte als Ausgangsverbindungen für weitere Maillard-
Reaktionsprodukte ist bis heute noch nicht völlig geklärt. Molero-Vilchez et al. (1997) 
diskutieren die Möglichkeit, ob diese Verbindungen relativ stabile Nebenprodukte darstellen, 
die nur in stark untergeordneter Form an der Bildung von aroma- und farbaktiven Produkten 
beteiligt sind. 
2.2.1.3 Finalphase 
Das Endstadium der Maillard-Reaktion ist durch die Bildung von aromaaktiven und gefärbten 
Verbindungen aus unterschiedlichen Maillard-Zwischenprodukten gekennzeichnet. Die 
flüchtigen Komponenten tragen dabei zum Aroma von erhitzten Lebensmitteln wie 
gebratenem Fleisch oder Brot bei. Neben diesem erwünschten flavour kann es aber auch 
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durch Maillard-Produkte zu unerwünschtem „off-flavour“ in bestimmten Lebensmitteln 
kommen. In diesen Fällen ist die Einschränkung bzw. die völlige Ausschaltung der Maillard-
Reaktion ein Ziel der industriellen Lebensmittelherstellung (Friedman, 1996). 
Die farbgebenden Melanoidine stellen eine heterogene Verbindungsklasse dar, die sich über 
einen großen Molmassenbereich (100 Da bis 100000 Da) erstreckt. Für die niedermolekulare 
Fraktion (kleiner 1000 Da) werden stickstoffreie und stickstoffhaltige Produkte beschrieben, 
die meist aus 2- bis 4-Ringsystemen bestehen (siehe hierzu unter anderem Hodge (1953), Ledl 
et al (1983), Rizzi (1997)). Die hochmolekulare Fraktion scheint aus Proteinen, die zum Teil 
quervernetzt sind, aufgebaut zu sein. An dieses farblose Proteingerüst sind dann verschiedene 
gefärbte, niedermolekulare Verbindungen kovalent gebunden. 
2.2.2 Oligomerisationen über α-Dicarbonyle 
Im Verlauf der fortgeschrittenen Maillard-Reaktion werden verschiedene α-Dicarbonyl-
Verbindungen gebildet, die als potente Quervernetzungsagenzien dienen können. Neben den 
bereits erwähnten Desoxyosonen sind hier vor allem Glyoxal 35 und Methylglyoxal 33 zu 
nennen (Thornalley et al., 1999). 
In einer Retroaldol-Reaktion werden die aus den Zuckern gebildeten Desoxyosonen in 
Produkte mit einer kleineren Kettenlänge (für Hexosen C2, C3 und C4) gespalten (Abb. 
2.2-5). Nach teilweiser Oxidation entstehen Aldosen und α-Dicarbonyle, die unter Umständen 
reaktiver sind als die ursprünglichen Hexosen (Hodge, 1953). Die vor allem durch basische 
pH-Werte begünstigten Epimerisierungs- und Umlagerungsreaktionen liefern ausgehend von 
einem einzigen Zucker eine Vielzahl von Produkten, die aufgrund ihrer Reaktivität wiederum 
zum Teil nur Zwischenprodukte darstellen. Bei der autoxidativen Spaltung von Glucose 
entstehen als Hauptprodukte Glyoxal und Arabinose (Wells-Knecht et al., 1995b). 
Für Glycosylierungs- und Quervernetzungsreaktionen sind die bei der Enolisierung und 
Spaltung von Glucose gebildeten Produkte 3-Desoxyglucoson (3-DG), Glyoxal und 
Methylglyoxal von besonderem Interesse (Yang et al., 1990; Glomb et al., 1995; Lee et al., 
1989). Sie reagieren nach heutigem Kenntnisstand in nucleophilen Additionsmechanismen 
mit anschließenden Umlagerungen vor allem mit der ε-Aminogruppe des Lysins und der 
Guanidinofunktion des Arginins. 
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Abb. 2.2-5: Spaltung der Desoxyosone 
 
Daneben können aber auch andere Dicarbonyle zur intermolekularen Proteinquervernetzung 
beitragen. Slatter et al. (2000) veröffentlichten Untersuchungen zur Oligomerisation mittels 
Malondialdehyd (MDA, Propandial). Malondialadehyd wird als toxisches Nebenprodukt bei 
der Lipidoxidation und der Prostaglandin- und Thromboxan-Synthese gebildet und in vivo in 
erhöhten Konzentrationen bei Diabetes mellitus gefunden. Als Reaktionspartner für eine 
Quervernetzung dienen auch hier die Seitenketten von proteingebundenem Lysin und 
Arginin. Die Autoren postulieren verschiedene, säurelabile Crosslink-Strukturen, die sie noch 
nicht im Protein identifizieren konnten. Sie fanden aber mittels SDS-PAGE eine 
Oligomerisierung von Kollagen bei der Behandlung mit MDA. 
Glyoxal bildet mit proteingebundenem Lysin das Glycosylierungsprodukt Nε-
Carboxymethyllysin 36 (CML) (Zyzak et al., 1994). CML gilt als Indikatorsubstanz für die 
fortgeschrittene Maillard-Reaktion in Lebensmitteln und in vivo (Ruttkat, 1996). In schwach 
bis mäßig erhitzten Lebensmitteln – wie zum Beispiel Milch und Milchprodukten – ist auf 
Grund der niedrigen CML-Gehalte (unterer ppm-Bereich) eine zuverlässige Aussage über die 
Proteinschädigung jedoch kaum möglich (Hewedy et al., 1994). Analog zum CML wird aus 
Methylglyoxal und Lysin das Nε-Carboxyethyllysin 37 (CEL) gebildet (Ahmed et al.,1997). 
Pyrralin 38, das Reaktionsprodukt von 3-DG mit Lysin, wurde von Nakayama et al (1980) 
erstmals aus Glucose-Lysin-Modellansätzen isoliert und identifiziert. Nach Verbesserungen 
des Hydrolyseverfahrens und der Analytik quantifizierten Henle et al. (1994) Pyrralin in 
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unterschiedlichen Lebensmitteln. Bachmann (1994) konnte zeigen, daß die Bildung von 
Pyrralin nur teilweise über das Amadori-Produkt läuft. Daneben ist auch die Reaktion des 
Zuckers direkt zum 3-DG und anschließend zu Pyrralin möglich. Monnier et al. (1996) 
diskutierten Pyrralin als Indikator für die fortgeschrittene Maillard-Reaktion, Klein et al. 
(1992) schrieben ihm auf Grund seiner beiden funktionellen Gruppen ein quervernetzendes 
Potential zu. 
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Abb. 2.2-6: Glycosylierungsprodukte von proteingebundenem Lysin 
 
Durch die Reaktion zweier α-Dicarbonyle mit den ε-Aminogruppen zweier proteingebundener 
Lysinmoleküle kommt es zur Ausbildung einer inter- oder intramolekularen Quervernetzung 
über eine Imidazolium-Struktur. Velíšek et al. (1989) isolierten in Reaktionsansätzen von 
Glycin und Glyoxal in Gegenwart von Formaldehyd 1,3-Bis(carboxymethyl)imidazol als ein 
Produkt der nichtenzymatischen Bräunung. Durch Variation der α-Dicarbonylkomponente 
und des Aldehydes konnten noch andere Verbindungen gebildet werden, die alle ein 1,3-
symmetrisch substituiertes Imidazol darstellen. Die Inkubation von Nα-Hippuryllysin 39 (Nα-
Benzoylglycyllysin BGL) mit Glyoxal 35 liefert eine weitere Imidazolium-Struktur, die als 
Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD 42) bezeichnet wird. Wells-Knecht et al. (1995a) konnten dabei 
in ihren Arbeiten zeigen, daß die Bildung von GOLD schon unter milden Bedingungen (37°C; 
pH 7,4) abläuft und somit auch in vivo von Bedeutung sein kann. Sie schlugen folgenden 
Reaktionsmechanismus vor: Ein Molekül Glyoxal 35 reagiert mit den ε-Aminogruppen von 
zwei Lysinresten 39 unter Wasserabspaltung zu einem Diimin 40, das mit einem weiteren 
Glyoxalmolekül eine cyclische Zwischenverbindung 41 bildet. Nach Abspaltung von 
Ameisensäure entsteht ein Fünfring, der durch Elimination einer Hydroxylgruppe zu GOLD 
42 reagiert (Abb. 2.2-7). Von dieser Arbeitsgruppe stammen aber auch GOLD-
Inkubationsansätze die neben Nα-Hippuryllysin und Glyoxal auch Formaldehyd enthalten 
(Brinkmann Frye et al., 1998), eine Begründung für den Aldehydzusatz wird jedoch nicht 
gegeben. 
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Abb. 2.2-7: Postulierter Bildungsmechanismus für Imidazolium-Crosslinks (Wells-Knecht 
et al., 1995a, modifiziert); R = -Lysyl 
 
Die Detektion von GOLD erfolgt üblicherweise mittels Massenspektometrie, da das Molekül 
auf Grund seiner Struktur nicht im UV absorbiert. 
Brinkmann et al. (1995) synthetisierten in Modellansätzen aus Hippuryllysin 39 und 
Methylglyoxal 33 das Methylglyoxal-Lysin-Dimer MOLD 43, das Methyl-Analoge zu 
GOLD. Nagaraj et al. (1996) fanden unter physiologischen Bedingungen bei der Reaktion 
von Methylglyoxal 33 mit α-geschütztem Lysin eine Verbindung, die sie als Imidazolysin 
bezeichneten. MOLD 43 und Imidazolysin sind zwei verschiedene Bezeichnungen für ein und 
dieselbe Verbindung. Imidazolysin (MOLD) konnte von Nagaraj et al. (1996) auch in 
Humanserumalbumin HSA nachgewiesen werden. Dabei lagen die Gehalte in Proteinproben 
von Diabetikern signifikant höher als in HSA-Proben von gesunden Personen (314 pmol/mg 
Protein gegenüber 261 pmol/mg Protein). Die Ursache für diese Zunahme ist vor allem in 
einem erhöhten Methylglyoxalgehalt bei Diabetikern zu sehen, der durch den angestiegenen 
Blutzuckerspiegel bedingt wird. Damit ist Imidazolysin (MOLD) in vivo für Veränderungen 
und Schädigungen von Geweben im Rahmen von Diabetes mellitus mitverantwortlich. In 
gealterten Augenlinsenproteinen konnte eine Lysinblockierung durch GOLD und MOLD von 
0,2 % ermittelt werden (Brinkmann Frye et al., 1998). Im Gegensatz dazu lag die 
Lysinmodifikation über CML und CEL im selben Protein bei 0,8 %. Der Gehalt an MOLD 
liegt in den untersuchten Augenlinsenproteinen um den Faktor fünf höher als der von GOLD. 
Dies wird von den Autoren auf die höhere Reaktivität von Methylglyoxal im Vergleich zu 
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Glyoxal in Bezug auf Proteine zurückgeführt. Mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) 
trennten Brinkmann Frye et al. (1998) ein mit Methylglyoxal inkubiertes Protein in seine 
Monomer-, Dimer- und Polymer-Fraktion auf. MOLD konnte sowohl im Monomer als auch 
im Di- und Polymer – hier jedoch in deutlich höherer Konzentration – nachgewiesen werden, 
was auf eine intra- und intermolekulare Bildung hindeutet. Der im Dimer gemessene MOLD-
Gehalt kann jedoch nur zu 5 % die intermolekulare Quervernetzung erklären, so daß noch 
andere Crosslinks an der Oligomerisation beteiligt sein müssen. Eine rein intramolekulare 
Bildung von GOLD und MOLD, wie sie auf Grund der räumlichen Proteinstruktur zunächst 
von Wells-Knecht et al. (1996) postuliert wurde, ist damit nicht mehr haltbar. 
Die Reaktion von Nα-Hippuryllysin und 3-Desoxyglucoson (3-DG), einem wichtigen 
Maillard-Produkt der Glucose, liefert in Analogie zu GOLD und MOLD das 3-
Desoxyglucoson-Lysin-Dimer 44 (DOLD) (Skovsted et al., 1998). Über seine Bedeutung in 
vivo ist bis jetzt nichts bekannt. 
GOLD, MOLD und DOLD sind säurestabile Verbindungen, so daß eine Bestimmung aus 
einem Proteinsäurehydrolysat heraus möglich ist. Da alle drei Strukturen kein 
charakteristisches UV-Maximum besitzen, ist eine Detektion weder durch UV noch durch 
Fluoreszenz möglich. Das Mittel der Wahl stellt hier die Massenspektrometrie oder eine 
geeignete Nachsäulenderivatisierung bei der HPLC dar. Für einen Bereich von 0,5 bis 300 
pmol GOLD und MOLD ist von Chellan et al. (1999) ein zweistufiges HPLC-Verfahren 
beschrieben. Dazu werden GOLD und MOLD aus den Proteinsäurehydrolysaten mittels RP-
HPLC fraktioniert (nach vorgegebenen Retentionszeit-Fenstern), um sie von einem Großteil 
der übrigen Aminosäuren abzutrennen. Die Fraktionen werden mit Phenylisothiocyanat 
(PITC) derivatisiert und anschließend an einer zweiten RP-HPLC getrennt und quantifiziert 
(Detektion bei 246 nm). 
Sady et al. (2000) entwickelten einen Antikörper für Glyoxal modifizierte Proteine. In einem 
kompetitiven ELISA kann dieser Antikörper zur Untersuchung auf „Glyoxal-Maillard-
Produkte“ in vitro und in vivo verwendet werden. GOLD wurde dabei als ein Epitop dieses 
Antikörpers identifiziert. 
Degenhardt et al. (1998) veröffentlichten in vivo-Gehalte von GOLD und MOLD für 
verschiedene Gewebe (Augenlinsenprotein, Hautkollagen, Plasma, Aorta). Sie stellten bei 
zunehmendem Alter der Patienten eine steigende Konzentration an diesen 
Quervernetzungsprodukten, aber auch an den Glucosylierungsprodukten CML und CEL fest. 
Aus quantitativer Sicht liegen die Gehalte an GOLD und MOLD um das zehn- bis 
fünfzigfache höher als die von Pentosidin 59 (siehe 2.2.3). Damit sind – nach Meinung von 
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Degenhardt et al. (1998) - CML, CEL, GOLD und MOLD die wichtigsten Marker für die 
Maillard-Reaktion in Geweben. In Arbeiten von Odani et al. (1998) konnten die Ergebnisse 
zur Zunahme von GOLD und MOLD bei Diabetes mellitus und die erhöhten Gehalte im 
Vergleich zu Pentosidin 59 bestätigt werden. Die von Nagaraj et al (1996) gefundenen 
GOLD- und MOLD-Werte sind nach Odani et al. (1998) jedoch zu hoch, da auf Grund der 
fehlenden MS-Detektion vermutlich andere Substanzen miterfaßt wurden. 
Cycloten (2-Hydroxy-3-methylcyclopent-2-enon) ist eine flüchtige Aromakomponente, die in 
verschiedenen Lebensmitteln (z.B. Kaffeebohnen) vorkommt. In Lösung liegen neben der 
Enol- 45a auch die Dicarbonyl-Form 45b vor. Es konnte gezeigt werden, daß Cycloten an der 
Maillard-Reaktion beteiligt ist (Nishimura et al., 1980) und ein Abbauprodukt der 
Ascorbinsäure darstellt (Vernin et al., 1998). Gerrard et al. (1999) untersuchten 
Ribonuclease-Cycloten-Inkubationsansätze mit PAGE-Elektrophorese und fanden eine 
Oligomerisierung, die bei einer Blockierung der Lysinseitenketten an der Ribonuclease 
jedoch ausblieb. 
Bei der Bildung von Melanoidinen in Lebensmitteln treten bestimmte 
Quervernetzungsprodukte auf, die mit der Ausbildung der Farbe korrelieren. Hofmann et al. 
(1999) wiesen in gebräunten Produkten (gerösteter Kaffee und Kakao, Brotkruste) das 1,4-
Bis(5-amino-5-carboxyl-1-pentyl)pyrazinium-Radikalkation 46 (CROSSPY) als Crosslink 
zwischen zwei Lysinresten nach. In nicht gebräunten Proben (z.B. Milch) konnte CROSSPY 
jedoch nicht gefunden werden. 
 
O
O
CH3
O
OH
CH3
45a 45b
N
N
(CH2)4
(CH2)4
C
H
H
C
C N
H
N
H
C
O
O
46
 
Abb. 2.2-8: Tautomere Formen des Cyclotens (45a und b) und CROSSPY 46 
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Neben Lysin kann auch proteingebundenes Arginin mit verschiedenen α-Dicarbonylen 
reagieren. Die Inkubation von Ribose 60 mit Kollagen liefert ein Imidazolinon 47, das über 
die Reaktion von Glyoxal mit Arginin erklärt werden kann (Paul et al, 1998). Schwarzenbolz 
et al. (1997) konnten „Glarg“ 48 [1-(4-Amino-4-carboxybutyl)-2-imino-5-oxo-imidazolidin] 
als primäres Reaktionsprodukt von Glyoxal und der Guanidinofunktion des Arginins 
isolieren. Nα-Acetylarginin und Methylglyoxal bilden 5-Methylimidazol-4-on 49 (Lo et al., 
1994). Shipanova et al. (1997) fanden in Ansätzen von Nα-tBoc-Arginin und Methylglyoxal 
eine fluoreszierende Verbindung, die sie als Argpyrimidin 50 bezeichneten (siehe auch 2.2.3). 
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Abb. 2.2-9: Einige Glycosylierungsprodukte des Arginins 
 
Neben diesen Glycosylierungsprodukten bildet Arginin unter Beteiligung anderer 
Aminosäuren aber auch Crosslink-Strukturen. Dabei reagiert die Guanidino-Funktion des 
Arginins mit primären Aminogruppen wie zum Beispiel der ε-Aminogruppe des Lysins und 
Zuckern bzw. Zuckerabbauprodukten. Lederer et al. (1998) inkubierten bei 40°C und pH 7,4 
Methylglyoxal, n-Butylamin und Nα-Acetyl-L-arginin und konnten aus diesem Modellansatz 
die Verbindung 52 (2-Acetylamino-5-[(5-butylimino-4-methyl-4,5-dihydro-1H-2-
imidazolyl)amino]pentansäure) isolieren. Ersetzten sie Methylglyoxal durch Glucose, so 
identifizierten sie ein Produkt, das das intakte Glucosemolekül durch Ausbildung einer 
Cycloheptan-Struktur enthält (2-Acetylamino-5-[(4-butyl-6,7-dihydroxy-4,5,6,7,8,8a-
hexahydroimidazo[4,5-b]azepin-2-yl)amino]pentansäure 51). Der Reaktionsmechanismus 
dieser ungewöhnlichen Siebenring-Bildung konnte nicht geklärt werden, jedoch war die 
Ausbeute von 51 im Vergleich zu anderen „Quervernetzungsreaktionen“ recht hoch (6,1 %).  
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Abb. 2.2-10: Crosslinks unter Beteiligung von Lysin und/oder Arginin 
 
Wegen der fehlenden Aminosäurefunktion des n-Butylamins sind beide Produkte nicht in der 
Lage, eine Quervernetzung zwischen zwei Proteinmolekülen zu erzeugen; sie sind deshalb 
keine Crosslinks. Da mit n-Butylamin ein primäres Amin an den Strukturen 51 und 52 
beteiligt ist, das üblicherweise nicht in Lebensmitteln vorkommt, kann davon ausgegangen 
werden, daß beide Verbindungen in Nahrungsmitteln nicht nachweisbar sind. 
Um die Bedeutung dieser Grundstrukturen für Lebensmittel zu überprüfen, ersetzten Lederer 
et al. (1999a) das n-Butylamin durch Nα-tBoc-L-lysin in den Inkubationsansätzen mit Arginin 
und Glucose. Sie identifizierten dabei eine zur Verbindung 51 analoge Struktur, die sie als 
Glucosepan 53 bezeichneten. In Modellansätzen von Glucose mit Rinderserumalbumin BSA 
(37°C, pH 7,4, bis zu 56 Tage) konnte Glucosepan 53 (UV-Maximum: 252 nm) mittels LC-
MS nachgewiesen werden (ein Glucosepan-Molekül in jedem dreißigsten BSA-Molekül). Ein 
Nachweis ist wegen der Säurelabilität von Glucosepan nur in enzymatischen 
Proteinhydrolysaten möglich. In Analogie zur Glucosepan-Synthese wurde auch in den 
Methylglyoxal-Arginin-Modellansätzen das primäre Amin durch α-geschütztes Lysin 
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ausgetauscht. Dabei wird eine Verbindung gebildet, die von Lederer et al. (1999b) als 
MODIC 55 (methylglyoxal-derived-imidazoline-cross-link) bezeichnet wird. Die Umsetzung 
mit Glyoxal anstelle von Methylglyoxal liefert GODIC 54. GODIC 54 und MODIC 55 sind 
säurelabile Verbindungen, die zur Bestimmung in Proteinen einer vorherigen enzymatischen 
Hydrolyse bedürfen. Die Autoren konnten mittels LC-MS (UV-Maximum: 242 nm) zeigen, 
daß GODIC und MODIC auch in BSA-Modellansätzen gebildet werden (Inkubation mit 
Glyoxal bzw. Methylglyoxal, 37°C, pH 7,4, 7 Tage). Im Vergleich zu MODIC ist GODIC um 
das Fünffache in den entsprechenden Ansätzen zu finden (jedes fünfzehnte BSA-Molekül 
enthält ein Molekül MODIC, jedes dritte aber ein Molekül GODIC). Damit trägt GODIC 
stärker zur Proteinquervernetzung bei. Im Gegensatz zu den Imidazolium-Verbindungen 
GOLD und MOLD werden bei geringen Konzentrationen an α-Dicarbonylen 
(Lysin/Arginin/Dicarbonyl-Verhältnis 25:25:1 oder geringer) bevorzugt GODIC und MODIC 
gebildet, die die jeweiligen Imidazoliumstrukturen um den Faktor 10 bis 100 übersteigen. 
Äquimolare Mengen oder ein Überschuß an Dicarbonyl lenkt die Reaktion zu den 
Imidazolium-Verbindungen. GODIC und MODIC sind außerdem bei der Inkubation von 
Glucose mit BSA nachweisbar, wobei auch hier das Glyoxal-Derivat stark dominiert. Dies 
führen die Autoren auf eine mögliche oxidative Bildung des Glyoxals aus der Glucose zurück, 
da nicht unter Inertgasatmosphäre gearbeitet wurde. Damit lassen sich diese Ergebnisse nicht 
auf die Verhältnisse in vivo übertragen. Die Reaktionen von BSA mit 3-Desoxyglucoson bzw. 
3-Desoxypentosulose liefert die zu GODIC und MODIC homologen Verbindungen DOGDIC 
56 und DOPDIC 57 (Lederer et al., 2000; Biemel et al. 2001b). DOGDIC 56 wird in der 
Literatur häufig auch als DODIC bezeichnet, weshalb im Folgenden dieser Name 
weiterverwendet wird. Beide Crosslinks werden in annähernd gleichen, dem MODIC 
vergleichbaren Mengen in den Inkubationsansätzen gefunden. Für Lebensmittel scheint 
jedoch DODIC von größerer Bedeutung zu sein als DOPDIC, da Hexosen in der Nahrung 
häufiger vorkommen als Pentosen. 
Im Zusammenhang mit den Arbeiten über DODIC stellten Biemel et al. (2001b) fest, daß 
Glucosepan nur aus Glucose oder dem entsprechenden Amadori-Produkt, jedoch nicht aus 
dem 3-Desoxyglucoson gebildet werden kann. Damit ist DODIC kein Precursor für 
Glucosepan und der bisher postulierte Mechanismus für Glucosepan (Lederer et al., 1999a) 
nicht mehr aufrecht zu erhalten. Biemel et al (2001b) schlagen daraufhin einen neuen 
Bildungsmechanismus vor, der ausgehend vom Amadori-Produkt von Glucose und Lysin 
über ein Azepanon unter Wasserabspaltung und Reaktion mit der Guanidino-Funktion des 
Arginins zum Glucosepan reagiert. 
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Bei der Untersuchung verschiedener Lebensmittel (Butterkekse, Cracker, Salzstangen, 
Brezenkruste) auf den Gehalt an GOLD, MOLD, GODIC, MODIC, DODIC und Glucosepan 
stellte sich heraus, daß MODIC (bis 150 mg MODIC/kg Protein) das aus quantitativer Sicht 
bedeutendste Quervernetzungsprodukt ist (Biemel et al., 2001a). Dabei lagen die Werte für 
GODIC und MODIC im Vergleich zu den entsprechenden Imidazolium-Crosslinks GOLD 
und MOLD um das 5 bis 10fache höher. Alle Crosslinks konnten in den betreffenden 
Produkten nachgewiesen werden. Die hohen MODIC-Gehalte führen die Autoren auf 
einzelne Zutaten (Invertzuckersirup bei Keksen) oder technologische Verfahren 
(Alkalibehandlung bei Brezen und Salzstangen) zurück, die viel Methylglyoxal beinhalten 
bzw. entstehen lassen. Biemel et al. (2002) wiesen in Humanserumalbumin HSA und in 
Augenlinsenproteinen Glucosepan, GODIC, MODIC und DODIC nach. Glucosepan war das 
dominierende Crosslink in diesen in vivo – Studien. Im Gegensatz zu anderen Arbeiten 
konnten GOLD und MOLD nicht nachgewiesen werden. Obwohl eine andere 
Probenaufarbeitung verwendet wurde und somit die GOLD- und MOLD-Gehalte nicht direkt 
vergleichbar sind, gehen die Autoren von einer Überschätzung der bisherigen in vivo-
Konzentrationen von GOLD und MOLD aus. 
2.2.3 Bildung fluoreszierender Crosslinkaminosäuren (FLCLs) 
Analog zum Glucosepan können Lysin und Arginin auch über eine Pentose quervernetzen. 
Diese säurestabile Verbindung wurde von Sell et al. (1989a) isoliert und als Pentosidin 59 
bezeichnet. Sie ist das erste Crosslink aus der Maillard-Reaktion, dessen Struktur aufgeklärt 
wurde, nachdem in Vorarbeiten gezeigt wurde, daß neben Pentosidin 59 auch noch andere 
FLCLs in der Maillard-Reaktion entstehen (Sell et al., 1989b). In Modellansätzen konnte 
gezeigt werden, daß Ribose 60 bei der Umsetzung die höchsten Ausbeuten an Pentosidin 59 
liefert, aber auch Xylose, Arabinose und Lyxose reagieren. Von großer Bedeutung – vor 
allem auch für die Analytik – sind die fluoreszierenden Eigenschaften von Pentosidin 59, 
dessen Maximum der Anregung bei λex = 335 nm und das Emissionsmaximum bei 
λem = 385 nm liegt. 
Bei der Maillard-Reaktion entsteht neben einer Bräunung auch zum Teil an Proteine 
gebundene Fluoreszenz (Choi et al., 1949). Hodge (1953) erwähnte das Auftreten von 
Fluoreszenz im Rahmen der Maillard-Reaktion, die nicht auf die nativ im Protein 
vorkommenden, potentiell fluoreszierenden Aminosäuren Trytophan (λex/λem = 295/348 nm), 
Tyrosin (λex/λem = 280/303 nm) und Phenylalanin (λex/λem = 255/282 nm) zurückzuführen ist. 
Dabei entfallen 90% der natürlichen Gesamtfluoreszenz im Protein hinsichtlich der 
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Quantenausbeute alleine auf Tryptophan (Lakowicz, 1983). Oimomi et al. (1989) zeigten, daß 
Fructose im Vergleich zu Glucose bei der Reaktion mit Kollagen eine intensivere Fluoreszenz 
erzeugt und das fructosylierte Kollagen eine geringere Löslichkeit besitzt. Beim trockenen 
Erhitzen von Glucose bzw. Fructose mit BSA lieferte hingegen das glucosylierte Protein eine 
höhere Fluoreszenz, und dies unabhängig von der An- oder Abwesenheit von Sauerstoff 
(Yeboah et al., 1999). Fluoreszenz tritt – stark verkürzt dargestellt - auf, wenn Elektronen 
durch energiereiche Strahlung in einen angeregten Zustand übergehen und bei der Rückkehr 
in den Grundzustand diese Energie aufgrund der Molekülstruktur in Form von Licht wieder 
abgegeben werden kann. Delokalisierte π-Elektronensysteme können beispielsweise die 
strukturelle Voraussetzung für Fluoreszenz sein (Schwedt, 1981). 
Die Fluoreszenzintensität des Pentosidins ist pH-abhängig: Sie ist bei pH 2 und 12 am größten 
und wird bei pH 9 völlig gequencht (Sell et al., 1989a). Pentosidin 59 kann auch in vivo in 
unterschiedlichen Matrices (Kollagen, Augenlinsen, Knochen, Leber, Herz, etc.) 
nachgewiesen werden und korreliert mit dem Alter der Gewebe. Da die Pentosidin-Gehalte 
im Falle von Diabetes mellitus in den Geweben erhöht ist, es jedoch zu keiner Erhöhung der 
Pentosekonzentration bei dieser Krankheit kommt, untersuchten Dyer et al. (1991), ob auch 
andere Kohlenhydrate Pentosidin 59 bilden können. Neben Hexosen sind hierzu auch 
Amadori-Produkte und Ascorbinsäure in der Lage, wobei die Ausbeute geringer ausfällt als 
bei Pentosen. Über den Mechanismus der Pentosidin-Bildung gibt es unterschiedliche 
Hypothesen: Sell et al. (1989a) gehen vom Amadori-Produkt zwischen Pentose und Lysin 
aus, mit dem die Guanidinogruppe des Arginins zum Pentosidin 59 reagiert. Chellan et al. 
(2001) geben nicht die Pentose, sondern Zuckerabbauprodukte als Reaktionspartner für die 
Aminosäuren an. Glycerinaldehyd (2,3-Dihydroxypropanal), ein wichtiges Abbauprodukt für 
die Pentosidinbildung, reagiert mit der δ-Aminogruppe des Arginins unter Wasserabspaltung 
zu einer Zwischenverbindung, die nach Elimination von Formaldehyd, Oxidation, Reaktion 
mit Lysin und einem weiteren Molekül Glycerinaldehyd unter Cyclisierung Pentosidin 59 
bildet. Dieser Ansicht widersprechen Biemel et al. (2001b) aus mehreren Gründen: Zum einen 
liegen die Carbonylprodukte nur in sehr geringen Mengen vor, so daß eine Bildung kinetisch 
nicht begünstigt ist. Zum anderen konnten sie mittels 13C-markierter Glucose zeigen, daß die 
Zuckerkette eingebaut wird. Außerdem werden Carbonylverbindungen sowohl aus Pentosen 
als auch aus Hexosen gebildet, jedoch entsteht Pentosidin 59 nur aus Pentosen in 
bedeutendem Umfang. Sie postulierten daraufhin einen anderen Mechanismus, der über 
Pentosinan 58 (Abb. 2.2-11) als Zwischenprodukt läuft. Pentosinan konnte aus 
Inkubationsansätzen identifiziert werden und wird langsam zu Pentosidin 59 oxidiert. 
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Pentosidin 59 kann in Lebensmitteln nachgewiesen werden, jedoch ist sein Beitrag zur 
Proteinquervernetzung gering. Henle et al. (1997) fanden in stärker erhitzten Milchprodukten 
Gehalte bis 3 mg/kg Protein, in anderen Lebensmitteln (Backwaren, gerösteter Kaffee, 
Brezen) bis zu 35 mg/kg Protein. 
Neben der präparativen Isolierung von Pentosidin 59 aus Ribose-Lysin-Arginin-
Inkubationsansätzen ist von Sugiyama et. al. (1999) eine vollständige Synthese beschrieben 
worden. 
Weitere fluoreszierende Crosslinks (FLCLs) und Glycosilierungsprodukte sind vor allem im 
Zusammenhang mit der Untersuchung an physiologischen Materialien bekannt. Dabei wird 
die durch die Maillard-Reaktion hervorgerufene Fluoreszenz häufig als Summenparameter 
mit der Wellenlängenkombination λex/λem = 350+10/430+10 nm ermittelt, ohne die 
individuellen Strukturen zu kennen, die für die Fluoreszenz verantwortlich sind. 
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Abb. 2.2-11: Postulierter Pentosidin-Mechanismus, ausgehend von D-Ribose (nach Biemel 
et al., 2001b, modifiziert) 
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Pyridinolin 61 (λex/λem = 325/410 nm) ist ein säurestabiles 3-Hydroxypyridinium-Crosslink, 
das aus Hydroxylysin aufgebaut ist und dessen Struktur nach Isolation aus Rinderkollagen 
mittels Kernresonanzspektroskopie identifiziert wurde (Fujimoto, 1977; Fujimoto et al., 
1978). Es wird davon ausgegangen, daß bei der Bildung von Pyridinolin neben Hydroxylysin 
auch die zum Hydroxylysin analogen ε-Aldehyde beteiligt sind (in Anlehnung an das 
Crosslink Desmosin, das ebenfalls häufig in Kollagen vorkommt). Von James et al. (1993) ist 
eine Ionenpaar-RP-HPLC-Methode beschrieben, die eine Quantifizierung von Pyridinolin in 
physiologischem Material erlaubt. Hydroxypyridinium 62, ein trifunktionales, 
fluoreszierendes Crosslink, wurde in Kollagen bei Diabetikern nachgewiesen (Sady et al., 
1995). 
Hayase et al. (1994) isolierten aus Reaktionsansätzen von n-Butylamin und 3-DG eine 
fluoreszierende Verbindung, die sie als Pyrropyridin bezeichneten. Das entsprechende Lysin-
Derivat 63 konnte bei der Reaktion von Nα-Acetyllysin und 3-DG erhalten werden und stellt 
eine Crosslink-Aminosäure dar, die aus zwei Molekülen Lysin und zwei Molekülen 3-DG 
aufgebaut ist. 63 ist säurehydrolysestabil und zeigt Fluoreszenz bei λex/λem = 376/455 nm 
(Hayase et al., 1998). Von Prabhakaram et al. (1998) wurde Lysylpyrropyridin 63 in vivo 
(Augenlinsenprotein) bestimmt. Sie bezeichneten diese Verbindung als Furopyrrolopyridin-
Crosslink (FPPC) und gaben geringfügig andere Wellenlängenmaxima an (λex/λem = 370/450 
nm). In den Ansätzen von Hayase et al. (1994) wurden auch noch zwei weitere FLCLs 
detektiert, die bereits durch Arbeiten von Nakamura et al. (1992) bekannt waren: Crossline A 
und B 64 (λex/λem = 379/463 nm). Diese Epimere (A: R-konfiguriert an C9, B: S-konfiguriert 
an C9) werden aus der Umsetzung von zwei Molekülen Nα-Acetyllysin mit zwei Molekülen 
Glucose erhalten. Für eine immunchemische Detektion (ELISA) von Crossline wurde ein 
Antiserum hergestellt, mit dessen Hilfe der Analyt in vitro (glycosyliertes BSA) und in vivo 
(Augenlinsenprotein von Ratten) nachgewiesen werden konnte (Obayashi et al., 1996). 
Gegenüber den Bedingungen der Säurehydrolyse ist Crossline nicht stabil. 
Aus menschlichem Augenlinsenprotein wurde das „lens Maillard product 1“, kurz LM-1 
(λex/λem = 366/440 nm), isoliert, das mit dem Alterungsgrad der Augenlinsen korreliert 
(Nagaraj et al., 1992). Bei der Inkubation von BSA mit Ascorbinsäure, 
Dehydroascorbinsäure (DHA) oder 2,3-Diketogulonsäure (DKG) unter oxidativen 
Bedingungen, aber auch mit Ribose wird LM-1 gebildet. Hexosen wie Glucose und Fructose 
bilden kein LM-1, genauso wie Ascorbinsäure in nicht-oxidativem Milieu. Ascorbinsäure 
muß daher erst zu DHA und DKG oxidiert werden, um zu LM-1 reagieren zu können. Im 
menschlichen Auge ist eine hohe Konzentration an Ascorbinsäure zu finden, so daß sie den 
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Hauptprecursor darstellen dürfte. Drei weitere FLCLs wurden von Nakamura et al. (1997) 
isoliert: Vesperlysin A, B und C. In diesen Azaindolen sind zwei ε-Aminogruppen des Lysins 
über Zuckerabbauprodukte quervernetzt. Im Gegensatz zu Crossline 64 ist hier kein Einbau 
eines intakten Glucosemoleküls möglich. Die Fluoreszenzeigenschaften der drei 
Verbindungen sind unterschiedlich und zum Teil pH-abhängig: Vesperlysin A 65 und B 66 
bei pH 1 λex/λem = 366/442 nm und λex/λem = 383/442 nm bei pH 11, Vesperlysin C 67 
λex/λem = 345/405 nm unabhängig vom pH-Wert. Alle Verbindungen sind säurestabil und 
keine Reaktionsprodukte der Hydrolyse. Tessier et al. (1999) berichten, daß es sich bei LM-1 
und Vesperlysin A um identische Strukturen handelt. Sie quantifizierten Vesperlysin A in 
Augenlinsenproteinen von Diabetikern und Nicht-Diabetikern unterschiedlichen Alters und 
fanden eine Korrelation zwischen dem Gehalt an Vesperlysin A auf der einen Seite und dem 
Alter bzw. dem Ausmaß des Diabetes mellitus auf der anderen Seite. 
Prabhakaram et al. (1997) beschreiben ein neues Lysin-Lysin-Crosslink, das durch Reaktion 
zwischen drei Threose-Molekülen und zwei Molekülen Acetyllysin gebildet wird. Diese als 
Threosidin 71 bezeichnete Verbindung ist säurestabil und besitzt Anregungs- bzw. 
Emissionsmaxima bei λex/λem = 328/402 nm. Sowohl bei der Reaktion von Threose mit 
anderen Aminosäuren als auch bei der Umsetzung von Acetyllysin mit anderen Zuckern 
entsteht kein Threosidin 71. Die Reaktion von Triosen mit Acetyllysin bzw. Acetyllysin und 
Acetylarginin liefert zwei neue säurestabile, fluoreszierende Verbindungen: Lysyl-Hydroxy-
Triosidin 72 (λex/λem = 354/440 nm) und Arginyl-Hydroxy-Triosidin 73 
(λex/λem = 331/380 nm) (Tessier et al., 2003). In Augenlinsen, die mit Glyceraldehyd 
behandelt wurden, konnten beide Strukturen nachgewiesen werden. Über ihre Bedeutung für 
Lebensmittel ist bis jetzt noch nichts bekannt. 
Argpyrimidin 50 ist ein fluoreszierendes (λex/λem = 320/382 nm) Reaktionsprodukt von 
Arginin und Methylglyoxal (Shipanova et al., 1997). Neben der direkten Reaktion mit dem 
α-Dicarbonyl kann es auch aus anderen Verbindungen (Ascorbinsäure, Threose, Ribose), die 
Methylglyoxal bilden, entstehen. Es trägt nicht zur Proteinquervernetzung bei, da nur eine 
Aminosäureseitenkette im Molekül gebunden ist. Als Mechanismus wird die Umsetzung von 
zwei Molekülen Methylglyoxal unter Abspaltung von Ameisensäure zu 3-Hydroxypentan-
2,4-dion als Intermediat postuliert. Dieses Redukton setzt sich dann mit der δ-Aminogruppe 
des Arginins zu Argpyrimidin 50 um. Da 50 säurelabil ist, kann es in Proteinen nur nach 
enzymatischer Hydrolyse quantifiziert werden. Neben dem Nachweis in Protein-
Modellansätzen (Shipanova et al., 1997) wurde Argpyrimidin 50 auch in Bier quantifiziert 
und der Gehalt mit der Bierfarbe und der Stammwürze korreliert (Glomb et al., 2001b). Dabei 
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wurde von den Autoren die Bildung über 5-Desoxypentosen als weiterer, jedoch im Vergleich 
zu Methylglyoxal untergeordneter Reaktionsweg identifiziert. Auch das bereits erwähnte 5-
Methylimidazol-4-on 49 (Lo et al., 1994) zeigt eine Fluoreszenz bei λex/λem = 320/398 nm. 
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Abb. 2.2-12: Fluoreszierende Crosslinkaminosäuren und Glycosylierungsprodukte 
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Fluoreszierende Verbindungen werden nicht nur direkt in der Maillard-Reaktion gebildet, 
sondern können auch als Reaktionsprodukte der Säurehydrolyse entstehen. Oya et al. (1998) 
identifizierten MRX 68 („Maillard reaction product X“) (λex/λem = 340/402 nm) aus BSA-
Glucose-Reaktionsansätzen, jedoch erst nach Säurehydrolyse. Die Umsetzung von Cystein, 
Arginin und Glucose mit anschließender saurer Hydrolyse liefert ebenfalls MRX. Bei dem 
unbekannten MRX-Precursor sollte es sich um eine Crosslink-Struktur handeln, die ein 
Glucose-Cystein-Reaktionsprodukt darstellt. Es konnte gezeigt werden, daß Glucose, die 
nicht mit dem Protein reagiert hat, auch nicht an der MRX-Bildung beteiligt ist. 
 
Tabelle 2.2-1: Übersicht zu den beschriebenen, fluoreszierenden Verbindungen 
Verbindung 
Fluoreszenzmaxima 
λex/λem 
Verhalten gegenüber Säure Literatur 
49 320/398 nm keine Angabe Lo et al. (1994) 
50 320/382 nm instabil Shipanova et al. (1997) 
59 335/385 nm stabil Sell et al. (1989a) 
61 325/410 nm stabil Fujimoto (1977) 
62 297/385 nm stabil Sady et al. (1995) 
63 376/455 nm stabil Hayase et al. (1994) 
64 379/463 nm instabil Nakamura et al. (1992) 
65 366/442 nm (pH 1) stabil 
Nagaraj et al. (1992), 
Nakamura et al. (1997) 
66 366/442 nm (pH 1) stabil Nakamura et al. (1997) 
67 345/405 nm stabil Nakamura et al. (1997) 
68 340/402 nm stabil (Bildung) Oya et al.(1998) 
69 370/440 nm stabil (Bildung) Pongor et al. (1984) 
71 328/402 nm stabil 
Prabhakaram et al. 
(1997) 
72 354/440 nm stabil Tessier et al. (2003) 
73 331/380 nm stabil Tessier et al. (2003) 
 
Ein weiteres Reaktionsprodukt der Säurehydrolyse ist das 2-(2-Furoyl)-4(5)-(2-furanyl)-1H-
imidazol 69, das auch als FFI bezeichnet wird (λex/λem = 370/440 nm). Pongor et al. (1984) 
identifizierten FFI in Reaktionsansätzen von Glucose mit Polylysin bzw. BSA nach 
Säurehydrolyse. Es muß erwähnt werden, daß die Säurehydrolysate am Ende der Hydrolyse 
mit Ammoniaklösung versetzt wurden. Die Autoren gingen davon aus, daß im 
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proteingebundenen FFI zwei Glucose-Moleküle mit zwei ε-Aminogruppen des Lysins 
quervernetzt sind. Durch die Säurehydrolyse werden dann die im Imidazolring gebundenen 
Stickstoffatome von den Lysylresten abgespalten und es entsteht die Struktur 69. Mittels 
Radioimmunoassay bestimmten Chang et al. (1985) FFI in Blutproben und fanden Werte bis 
zu 15 pmol/mg Serumprotein. Damit galt FFI auch als wichtiger Parameter zur Beurteilung 
der Maillard-Reaktion in vivo. Untersuchungen von Njoroge et al. (1988) beweisen jedoch, 
daß FFI kein fluoreszierendes Quervernetzungsprodukt darstellt, und liefern als Ergebnis 
folgenden Mechanismus für die Bildung von FFI (Abb. 2.2-13): Bei der Reaktion von 
(proteingebundenem) Lysin mit Glucose entsteht das Amadori-Produkt 19, das in der 
Säurehydrolyse zum Teil zu Furosin 27 reagiert. Durch das Alkalisieren mit Ammoniak wird 
zunächst Furoylglyoxal 70 gebildet. Über den Stickstoff von zwei Molekülen Ammoniak 
können dann zwei Furoylglyoxal-Moleküle 70 miteinander zu FFI 69 reagieren. Eine Bildung 
von FFI erfolgt beim Alkalisieren mit Natronlauge, Triethylamin oder Pyridin nicht, was den 
Einbau von Ammoniak unterstreicht. Bei der Verwendung von 15N-Ammoniak für die 
Reaktion konnten mittels Massenspektroskopie ein um zwei Masseneinheiten erhöhter 
Molpeak für FFI gefunden werden, was den postulierten Mechanismus weiter untermauert. 
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Huber et al. (1988) widersprachen ebenfalls der Auffassung, daß FFI aus proteingebundenen, 
quervernetzenden Precursoren gebildet wird. In Protein-Säurehydrolysaten, die nicht mit 
Ammoniak alkalisiert wurden, jedoch trotzdem FFI enthalten, könnte der nötige Ammoniak 
aus der Hydrolyse von proteingebundenem Asparagin oder Glutamin stammen. Die in vivo-
Bedeutung von FFI konnte von Lapolla et al. (1990) bei der Untersuchung von verschiedenen 
Kollagenproben nach unterschiedlichen Hydrolyseverfahren nicht bestätigt werden; sie 
fanden in keiner Probe FFI. 
Das Ausmaß der Fluoreszenz wird als Parameter zur Beurteilung der Wärmebehandlung für 
verschiedene Lebensmittel diskutiert. Fluoreszierende Verbindungen werden in der Maillard- 
Reaktion noch vor braungefärbten Pigmenten gebildet (Burton et al., 1963; Baisier et al., 
1992). Dabei folgt einer Initialphase ein Anstieg der Fluoreszenz-Bildung bis zu einem 
Maximum und einer anschließenden Abbauphase (Patton et al., 1952). Die Initialphase dauert 
länger an als die bei gebräunten Komponenten und ist nicht mit dieser identisch (Cerrutti et 
al., 1985). Nach Morales et al. (1996) kann die Fluoreszenz auf zwei Wegen gebildet werden: 
Zum einen durch die Reaktion von Proteinen und Zuckern miteinander und zum anderen 
durch eine Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein – Umlagerung der Zucker allein. Der 
Beitrag des Zucker-Systems zur Fluoreszenz ist jedoch um den Faktor 500 bis 1000 geringer 
als der des Protein-Zucker-Systems. Bei der Untersuchung verschiedener spanischer 
Milchprodukte konnte entsprechend der Fluoreszenz-Intensität (gemessen als 
Summenparameter bei λex/λem = 347/415 nm) eine temperatur- und zeitabhängige Einteilung 
der einzelnen Produkte vorgenommen werden (Morales et al., 1996). Die gemessene 
Fluoreszenz repräsentiert keine individuelle Struktur. Das Verhältnis von freier zu 
proteingebundener Fluoreszenz ist in Milch 1 zu 100, so daß der Maillard-Reaktion hier 
besondere Bedeutung zukommt (Morales et al., 1997). Als weitere Möglichkeit zur 
Beurteilung der Wärmebehandlung und der ernährungsphysiologischen Schädigung von 
Milchprodukten wurde die FAST-Methode (fluorescence of advanced Maillard products and 
soluble tryptophan) entwickelt (Birlouez-Aragon et al., 1998). Dabei wird die Fluoreszenz 
(λex/λem = 350/440 nm) in der bei pH 4,6 löslichen Fraktion bestimmt und auf den 
Proteingehalt (ermittelt durch Tryptophan-Messung mittels Fluoreszenz bei 
λex/λem = 290/340 nm) bezogen. Die unterschiedlichen Produktgruppen wiesen dabei 
charakteristische Fluoreszenz-Intensitäten auf. Neben Milch kann diese Methode auch bei 
anderen Lebensmitteln Anwendung finden (Birlouez-Aragon et al., 2001). 
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3 Material und Methoden 
3.1 Chemikalien und Geräte 
3.1.1 Chemikalien 
Verwendete Chemikalien unter Angabe von Bestellnummer und Hersteller soweit im Text 
nichts anderes vermerkt ist: 
Aceton z.A., 100014, Merck Eurolab, Darmstadt 
Acetonitril CHROMASOLV Gradient Grade, 34851, Riedel-de Haën, Seelze 
2-Acetylfuran, A1,625-4, Aldrich, Taufkirchen 
Ameisensäure 85 % rein, 27002, Riedel-de Haën, Seelze 
Aminopeptidase M (aus Schweinenieren), 102768, Boehringer, Mannheim 
Ammoniak 25 % z.A., 30501, Riedel-de Haën, Seelze 
Amylalkohol z.A., 100975, Merck Eurolab, Darmstadt 
Borsäure z.A., 31146, Riedel-de Haën, Seelze 
Bovines Serumalbumin, A7906, Sigma, Taufkirchen 
Casein (aus Rindermilch), 22080, Fluka, Buchs, Schweiz 
β-Casein, C6905, Sigma, Taufkirchen 
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-propansulfonat (CHAPS), 17038, Serva, 
Heidelberg 
Dextranblau, 31393, Fluka, Buchs, Schweiz 
Dichlormethan reinst, 24233, Fluka, Buchs, Schweiz 
Diethylpyrocarbonat z.S., 841751, Merck-Schuchardt, Hohenbrunn 
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat z.A., 106580, Merck Eurolab, Darmstadt 
1,4-Dioxan reinst, 24225, Riedel-de Haën, Seelze 
1,4-Dithiothreitol, 20710, Serva, Heidelberg 
Enzym-Testkombination Ameisensäure, E0979732, R-Biopharm, Darmstadt 
Essigsäure z.A., 33209, Riedel-de Haën, Seelze 
Ethanol rein, 02882, Fluka, Buchs, Schweiz 
Formaldehyd 20 %, 13C-markiert, 48,941-7, Aldrich, St. Louis, USA 
Formaldehyd 37 %, 47629, Fluka, Buchs, Schweiz 
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Furosin, Neosystems, Straßburg, Frankreich 
Glyoxal 40 %, 12,846-5, Aldrich, Taufkirchen 
Harnstoff reinst, 108484, Merck Eurolab, Darmstadt 
Nα-Hippuryllysin, G2275, Bachem, Heidelberg 
Histidinoalanin, bereitgestellt von Prof. Dr. T. Henle., Institut für Lebensmittelchemie, TU 
Dresden 
Hydranal Solvent für die Wasserbestimmung nach Karl Fischer, 34800, Riedel-de Haën, 
Seelze 
Hydranal Titrant 5 für die Wasserbestimmung nach Karl Fischer, 34801, Riedel-de Haën, 
Seelze 
Insulin (aus Rinderpankreas), I5500, Sigma, Taufkirchen 
Isopropanol CHROMASOLV, 34959, Riedel-de Haën, Seelze 
Kationenaustauscher Dowex 50WX8-400, 20308, Acros, Geel, Belgien 
α-Lactalbumin, L6010, Sigma, Taufkirchen 
β-Lactoglobulin, L2506, Sigma, Taufkirchen 
Lactose Monohydrat, 107660, Merck Eurolab, Darmstadt 
Lysinoalanin Dihydrochlorid, F1195, Bachem, Heidelberg 
Methanol CHROMASOLV HPLC, 34860, Riedel-de Haën, Seelze 
Methanol z.A., 32213, Riedel-de Haën, Seelze 
Methylglyoxal 40 %, 17,733-4, Aldrich, Taufkirchen 
Natriumacetat z.A., 32319, Riedel-de Haën, Seelze 
Natriumchlorid z.A., 106404, Merck Eurolab, Darmstadt 
tri-Natriumcitrat Dihydrat zur Aminosäureanalyse, 106430, Merck Eurolab, Darmstadt 
Natriumhydroxid, 71689, Fluka, Buchs, Schweiz 
Natronlauge 32 %, 30531, Riedel-de Haën, Seelze 
Pentosidin, isoliert und bereitgestellt von Dr. U. Schwarzenbolz, Institut für 
Lebensmittelchemie, TU Dresden 
Pepsin (aus Schweinemagenschleimhaut), 107192, Merck Eurolab, Darmstadt 
Petrolether reinst, 24549, Riedel-de Haën, Seelze 
Phenylmethansulfonylfluorid, 78830, Fluka, Buchs, Schweiz 
Prolidase (aus Schweinenieren), 33562, Serva, Heidelberg 
Pronase E (aus Streptomyces griseus), 107433, Merck Eurolab, Darmstadt 
Propylamin reinst, 82098, Fluka, Buchs, Schweiz 
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Pyridosin, isoliert und bereitgestellt von R. Krause, Institut für Lebensmittelchemie, TU 
Dresden 
Salzsäure 0,1 N Fixanal, 38280, Riedel-de Haën, Seelze 
Salzsäure 37 %, 30721, Riedel-de Haën, Seelze 
Salzsäure 37 %, für Hydrolysen, 6011, Baker, Deventer, Holland 
Schwefelsäure 0,1 N Fixanal, 38290, Riedel-de Haën, Seelze 
Schwefelsäure 98 %, zur Stickstoffbestimmung, 84727, Fluka, Buchs, Schweiz 
Schwefelsäure zur Milchfettbestimmung nach Gerber, 84722, Fluka, Buchs, Schweiz 
Selendioxid, S9379, Sigma, Taufkirchen 
Selenreaktionsgemisch nach Wieninger, 108030, Merck Eurolab, Darmstadt 
Tashiro-Indikator, 36083, Riedel-de Haën, Seelze 
Thymol, 108167, Merck Eurolab, Darmstadt 
Toluol z.A., 108325, Merck Eurolab, Darmstadt 
Triethyamin, T0886, Sigma, Taufkirchen 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan z.A., 108342, Merck Eurolab, Darmstadt 
Trypsin, TPCK-treated, T1426, Sigma, Taufkirchen 
3.1.2 Geräte 
Liste der verwendeten Geräte sofern nicht an entsprechender Stelle detailliert beschrieben: 
Analysenwaage   BP 121S und BP 3100S, Satorius, Göttingen 
Gefriertrocknungsanlagen  ALPHA 1-2, Christ, Osterode 
 BETA 1-8K, Christ, Osterode  
Kolbenhubpipetten Eppendorf Reference, unterschiedliche Volumina 
(festeingestellt und variabel), Eppendorf-Nethler-Hinz, 
Hamburg 
Kühlzentrifuge   Cryofuge 6000i, Heraeus-Kendro, Hanau 
Membranfilter Celluloseacetatfilter, Durchmesser 47 mm, Porengröße 
1,2 µm und 0,45 µm, unsteril, Schleicher & Schüll, 
Dassel 
 Einmalfiltereinheiten mit regenerierter Cellulose, 
Durchmesser 13 mm, Porengröße 0,45 µm und 0,2 µm, 
Schleicher & Schüll, Dassel 
pH-Meßgerät    inoLab level 2, WTW, Weinheim 
Reagenzglasschüttler   MS1 Minishaker, IKA Labortechnik, Staufen 
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Reaktionsgefäße 0,6 ml, 1,5 ml, 2 ml, safe-lock, Eppendorf-Nethler-Hinz, 
Hamburg 
Rotationsverdampfer   Laborota 4000, Heidolph, Schwabach 
Rühr- und Heizwerk RH basic mit Thermometer ETS-D4 fuzzy, IKA 
Labortechnik, Staufen 
Schraubreagenzgläser Duran 12 mm x 100 mm, GL 14 und Duran 16 mm x 
160 mm, GL 18, Schott Glaswerke, Mainz 
Thermostat M12, Lauda, Lauda-Königshofen 
Trockenschrank   Modell 200, Memmert, Schwabach 
Ultraschallbad   Sonorex RK 510 Super, Bandelin, Berlin 
Ultraturrax    TR 18-10, Janke & Kunkel 
Vakuumpumpenstand   MZ 2C mit Controller, Vacuubrand, Wertheim 
Vakuumkonzentrator Speed Vac Plus SC 110 AR mit Universal Vacuum 
System Plus UVS400A, Savant, Farmingdale, USA 
Vakuumpumpe   CVC 2, Vacuubrand, Wertheim 
Wasserbäder HBR4 digital, IKA Labortechnik, Staufen 
WB436-D, Funke Gerber, Berlin 
 W15 mit Controller C10, Haake, Karlsruhe 
Zentrifugen Biofuge pico, Heraeus Instruments, Hanau 
Centrifuge 5804R, Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 
Nova-Safety, Funke Gerber, Berlin 
3.2 Untersuchungsmaterial 
Für die einzelnen Untersuchungen wurden unterschiedliche Milchprodukte verwendet: 
Rohmilch (bezogen von landwirtschaftlichen Betrieben in Freital und Radeberg), 
pasteurisierte Milch, UHT-Milch, wärmebehandelte Kondensmilcherzeugnisse, sterilisierte 
Kondensmilcherzeugnisse, sterilisierte Säuglingsflüssignahrung, Mager- und Vollmilchpulver 
(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Herrn Kolber, Nestlé Deutschland AG, Werk 
Weiding) und verschiedene Caseinate (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Herrn 
Dr. Moser, Firma Rovita, Engelsberg). Die Produkte unterschieden sich in ihren Fettgehalten. 
Sie wurden größtenteils im Einzelhandel in Deutschland, Österreich, Italien, Spanien und 
Großbritannien erworben. 
Die für Erhitzungsversuche verwendete pasteurisierte Magermilch (Separatormilch, Fettgehalt 
0,2 %) wurde von der Staatlichen Molkerei, Weihenstephan bezogen. 
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Für die Bestimmung von GOLD und MOLD in Lebensmitteln wurden Laugenbrezen, Brot, 
Laugen-Knabbergebäck, Knäckebrot, Pumpernickel, Kaffee und ein Malzgetränk untersucht. 
3.3 Analytische Methoden 
3.3.1 Proteinbestimmung nach Kjeldahl 
Die Proteinbestimmung erfolgt in Anlehnung an die Methode L 02.09-5 „Untersuchung von 
Lebensmitteln – Bestimmung des Proteingehalts von Caseinen und Caseinaten 
(Referenzverfahren)“ der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG 
und den Empfehlungen zur Kjeldahl-Bestimmung der Firma Büchi Labortechnik, Flawil, 
Schweiz. 
3.3.1.1 Geräte 
Aufschlußeinheit: Heizblock Büchi K-435 für 12 Aufschlußgläser, mit Steuereinheit 
Büchi B-436 und Scrubber Büchi B-414  
Destillationseinheit: Wasserdampfdestillation Büchi Kjeldahl Line B-324  
Titrationseinheit: Dosimat 775 mit Magnetrührer 728 von Metrohm, Herisau, Schweiz 
zur manuellen Titration 
3.3.1.2 Durchführung 
Aufschluß: 100 bis 150 mg Probe (Caseinisolat, Caseinat, etc.) werden auf einem 
stickstoffreien Pergamentwägeschiffchen genau eingewogen und in den 
Aufschlußkolben gegeben. Anschließend versetzt man mit 10 ml konzentrierter 
Schwefelsäure und einer Spatelspitze Katalysator (Selenreaktionsgemisch nach 
Wieninger) und erhitzt bis die Lösung klar und höchstens noch schwach gelb 
gefärbt ist. 
Destillation: Die aufgeschlossene Probelösung wird mit 30 ml dest.Wasser versetzt und in 
kaltem Wasser abgekühlt. Dann wird sie an die Destillationseinheit 
angeschlossen und folgende Parameter gewählt: 
Wasserzugabe  15 ml 
Borsäurevorlage 50 ml Borsäurelösung 2 % (m/v) 
Natronlaugenzugabe 40 ml Natronlauge 33 % (m/v) 
Destillationsdauer 4 min 
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Absaugung  eingeschaltet 
Titration: Es wird mit 0,1 N (0,05 mol/l) Schwefelsäure gegen Tashiro-Mischindikator 
auf blau-grau titriert. 
3.3.2 Hydrolysesysteme 
3.3.2.1 Säurehydrolyse 
Die entsprechende Probenmenge (siehe unten) wird in ein Schraubreagenzglas (Schott-Duran, 
mit PTFE-Dichtung) exakt eingewogen und mit Salzsäure (c = 6 mol/l) versetzt. Die 
verschlossenen Proben werden für 23 Stunden in ein auf 110°C vorgeheiztes Sandbad, das 
sich in einem Trockenschrank befindet, gestellt. Nach einer Stunde werden die Gefäße gut 
geschüttelt. Am Ende der Hydrolyse Proben sofort aus dem Sandbad entfernen und in einer 
Eis-Wasser-Mischung abkühlen. Ein Aliquot des Hydrolysates wird in einem 
Eppendorfreaktionsgefäß in der Vakuumzentrifuge zur Trockene eingeengt. Der Rückstand 
wird entweder bei – 18°C gelagert oder sofort für weitere Untersuchungen 
(Aminosäureanalyse, HPLC) verwendet. 
 
Probe Einwaage [mg] Salzsäure [ml] 
Caseinisolate (Milchprodukte) 10 - 12 5 
Caseinfraktionen 10 - 12 5 
Lebensmittel (GOLD/MOLD) 150 - 300 15 
 
Zur Hydrolyse flüssiger Proben diese mit gleichen Volumenteilen Salzsäure (c = 12 mol/l) 
versetzen und wie oben bearbeiten. Für Lebensmittel (Milch, Malzgetränk) 2,5 ml verwenden, 
für Modellansätze in der Regel 500 µl. 
3.3.2.2 Enzymatische Hydrolyse 
Es werden Lösungen von folgenden Enzymen stets frisch hergestellt: 
Pepsin-Lösung: 2,0 mg (20 FIP-U) Pepsin in 1000 µl 0,02 N Salzsäure lösen 
Pronase-Lösung: 2,0 mg (8000 PU) Pronase E in 1000 µl 2,0 M Tris/HCl-Puffer, 
pH 8,20 lösen 
Aminopeptidase M: gebrauchsfertige Suspension (20 U/ml) 
Prolidase: 10 mg (460 U) in 1 ml Reinstwasser suspendieren 
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2-3 mg Protein werden genau in ein Schraubreagenzglas eingewogen, in 1 ml 0,02 N 
Salzsäure möglichst vollständig gelöst bzw. suspendiert und die Lösung durch Zugabe eines 
kleinen Thymol-Kristalls konserviert. Man versetzt mit 50 µl Pepsin-Lösung und inkubiert bei 
37°C für 24 h im Wasserbad, wobei gelegentlich umgeschüttelt wird. Anschließend werden 
250 µl 2,0 M Tris/HCl-Puffer, pH 8,20, und 50 µl Pronase-Lösung zugegeben, gemischt und 
erneut für 24 h bei 37°C belassen. Im dritten Schritt werden 20 µl Aminopeptidase- und 40 µl 
Prolidase-Suspension zugesetzt und weiter wie oben für 24 h inkubiert. 
Die Probe wird am Ende der Hydrolyse gefroren und lyophylisiert. Der Rückstand wird 
entweder bei – 18°C gelagert oder sofort für weitere Untersuchungen (Aminosäureanalyse, 
HPLC) vorbereitet (Henle et al., 1991a). 
3.3.2.3 Tryptische Hydrolyse 
Es werden folgende Lösungen frisch hergestellt: 
Trypsin-Lösung: 1,0 mg Trypsin in 2,0 ml 0,001 M Salzsäure lösen 
PMSF-Lösung: 3,0 mg Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) in 1,0 ml Isopropanol 
lösen 
10 mg Protein werden genau in ein Schraubreagenzglas eingewogen und in 4 ml 0,1 M 
Phosphatpuffer, pH 7,50, möglichst vollständig gelöst bzw. suspendiert. Man versetzt mit 
200 µl Trypsin-Lösung und 20 µl Toluol zur Konservierung. Unter gelegentlichem 
Umschütteln wird der Ansatz bei Raumtemperatur für 23 h stehen gelassen. Durch Zugabe 
von 120 µl PMSF-Lösung und einer Einwirkzeit von 4 h wird die Hydrolyse beendet. Das 
Hydrolysat wird bei –18°C gelagert oder sofort für weitere Untersuchungen verwendet. 
Als Blindwert wird eine Ansatz herangezogen, der nach dem Trypsinzusatz sofort durch 
PMSF abgestoppt wurde. 
3.3.3 Gelpermeationschromatographie (GPC) 
3.3.3.1 Analytische Gelpermeationschromatographie 
Gerätesystem und chromatographische Parameter: 
System: Äkta 10XT mit Autosampler A-900, binärer Hochdruckpumpe P-900, 
UV-Detektor UV-900, Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 
Fluoreszenzdetektor F-1050, Merck Hitachi, Darmstadt 
Säule: Superdex 200 HR 10/30, Superdex 75 HR 10/30 oder Superdex Peptide 
HR 10/30, Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 
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Probenaufgabe: 100 µl einer 0,2 % (m/v) Caseinlösung 
Elution:  isokratisch, Eluent siehe unten 
Flußrate:  0,5 ml/min 
Detektion:  UV λ = 280 nm, Fluoreszenz λex/λem = 360/410 nm 
Datenaufnahme: rechnergestützt mit Unicorn 4.0, Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Schweden 
 
Puffer (nach Walter, 1995): 
Elutionspuffer: 6 M Harnstoff/0,1 M NaCl/0,1 M Phosphat/0,1 % CHAPS, pH 6,8 
Man löst unter leichtem Erwärmen 360,36 g Harnstoff, 5,84 g 
Natriumchlorid, 17,80 g Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat und 
1,00 g 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-propansulfonat 
(CHAPS) in 600 ml Reinstwasser, stellt den pH-Wert mit konzentrierter 
Salzsäure auf 6,8 ein, überführt in einen 1000 ml-Maßkolben und füllt 
zur Marke auf. Es wird durch Celluloseacetatfilter 1,2 µm 
membranfiltriert und am Vakuum entgast. Der Puffer ist bei einer 
Lagertemperatur von 8°C eine Woche haltbar. 
Probenpuffer: 6 M Harnstoff/0,1 M NaCl/0,1 M Phosphat/0,1 % CHAPS/1 %DTT, 
pH 6,8 
100 mg 1,4-Dithiothreitol (DTT) werden in 10,0 ml Elutionspuffer 
gelöst. Der Probenpuffer ist stets frisch herzustellen. 
 
Probenvorbereitung: 
3 bis 4 mg Caseinprobe genau einwiegen und mit einem entsprechenden Volumen 
Probenpuffer versetzen, so daß eine 0,2 % (m/v) Proteinlösung entsteht; ggf. durch Schütteln 
das Protein lösen. Zur Reduktion für 14 h bei 8°C lagern, anschließend membranfiltrieren 
(Celluloseacetat 0,45 µm) und mittels GPC analysieren. 
Proben, die nicht reduziert werden sollen, werden anstelle des Probenpuffers in Elutionspuffer 
gelöst. 
 
Kalibration: 
Die Säule Superdex 200 HR 10/30 wurde sowohl mit verschiedenen Proteinen 
(Rinderserumalbumin BSA, β-Lactoglobulin, α-Lactalbumin) als auch mit individuellen 
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Caseinoligomeren (siehe 3.5.4) kalibriert. Alle Kalibriersubstanzen werden nach Reduktion 
untersucht. 
Eine Molmassen-Kalibration erfolgte ebenfalls über chemisch quervernetztes Casein. Dieses 
erhält man durch Umsetzung von 2,0 mg β-Casein, gelöst in 3,0 ml Reinstwasser, mit 2,0 µl 
Diethylpyrocarbonat im Ultraschall für 2 min. Anschließend wird die Lösung in 
Methanol/Trockeneis schockgefroren, lyophylisiert und nach Reduktion mit DTT zur GPC-
Analyse eingesetzt. 
Das Ausschlußvolumen v0 der Säulen wird in regelmäßigen Abständen (ca. 100 Trennungen) 
mittels einer 0,2 % (m/v) Dextranblau-Lösung überprüft (Detektion bei λ = 280nm). 
 
Regeneration der Säule: 
Um sowohl eine gleichbleibend hohe Trennleistung als auch eine lange Lebensdauer der 
Säule zu gewährleisten, wird nach ca. 30 Trennungen (ggf. früher bei Verschlechterung der 
Trennung oder ansteigendem Rückdruck der Säule) folgende Regeneration durchgeführt: 
1. 1 N Natronlauge (1 Säulenvolumen, Fluß 0,5 ml/min) 
2. Reinstwasser (1 Säulenvolumen, Fluß 0,5 ml/min) 
3. 20 % (v/v) Isopropanol in Wasser (4 Säulenvolumen, Fluß 0,25 ml/min) 
Das Spülen erfolgt gegen die ursprüngliche Flußrichtung der Säule. 
3.3.3.2 Präparative Gelpermeationschromatographie 
Gerätesystem und chromatographische Parameter: 
System: Äkta 10XT mit binärer Hochdruckpumpe P-900 (analytische 
Pumpenköpfe 10 ml/min), UV-Detektor UV-900, automatisches 8-
Kanal-Schaltventil PV-908, Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 
Säule: Superdex 200 HR 26/60 prep grade, Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Schweden 
Probenaufgabe: 5 ml einer 1 % (m/v) Caseinlösung mittels Superloop 50 ml, Pharmacia 
Biotech, Uppsala, Schweden 
Elution:  isokratisch, Eluent siehe unten 
Flußrate:  3,38 ml/min 
Detektion:  UV λ = 280 nm 
Datenaufnahme: rechnergestützt mittels Unicorn 4.0, Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Schweden 
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Puffer: 
Elutionspuffer: 6 M Harnstoff/0,1 M NaCl/0,1 M Phosphat, pH 6,8 
Man löst unter leichtem Erwärmen 360,36 g Harnstoff, 5,84 g 
Natriumchlorid und 17,80 g Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat in 
600 ml Reinstwasser, stellt den pH-Wert mit konzentrierter Salzsäure 
auf 6,8 ein, überführt in einen 1000 ml-Maßkolben und füllt zur Marke 
auf. Es wird durch Celluloseacetatfilter 1,2 µm membranfiltriert und am 
Vakuum entgast. Der Puffer ist bei einer Lagertemperatur von 8°C eine 
Woche haltbar. 
Probenpuffer: 9 M Harnstoff/0,15 M NaCl/0,15 M Phosphat/5 %DTT, pH 6,8 
Man löst unter leichtem Erwärmen 54,05 g Harnstoff, 0,88 g 
Natriumchlorid und 2,67 g Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat in 
60 ml Reinstwasser, stellt den pH-Wert mit konzentrierter Salzsäure auf 
6,8 ein, überführt in einen 100 ml-Maßkolben und füllt zur Marke auf. 
Es wird durch Celluloseacetatfilter 1,2 µm membranfiltriert und am 
Vakuum entgast. Vor Zusatz zur Probe werden im Probenpuffer 5 g 
1,4-Dithiothreitol (DTT) gelöst. Der Probenpuffer ist stets frisch 
herzustellen. 
 
Probenvorbereitung: 
Die getrockneten Caseine bzw. die flüssigen Milchproben mit einem entsprechenden 
Volumen Probenpuffer versetzen, so daß eine 1,0 % (m/v) Proteinlösung entsteht. Zur 
Reduktion für 14 h bei 8°C lagern, anschließend membranfiltrieren (Celluloseacetat 0,45 µm) 
und mittels GPC analysieren. 
 
Kalibration: 
Die Kalibration erfolgt wie in 3.3.3.1 angegeben, jedoch werden die Standardsubstanzen als 
1,0 % (m/v) Lösungen eingesetzt. 
Das Ausschlußvolumen v0 der Säulen wird in regelmäßigen Abständen (ca. 100 Trennungen) 
mittels einer 1 % (m/v) Dextranblau-Lösung überprüft (Detektion bei λ = 280nm). 
 
Fraktionierung: 
Automatische Fraktionierung über das Schaltventil PV-908 mittels software-gestützter 
Peakerkennung bzw. Fraktionierung nach zeitlich vorgegebenen Grenzen. 
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Regeneration der Säule: 
Siehe 3.3.3.1 
Die Flußraten sind bei Natronlauge und Wasser auf 3,38 ml/min, bei Isopropanol auf 1,8 
ml/min anzupassen. Eine Regeneration ist in der Regel erst nach 50 bis 60 Trennungen 
erforderlich. 
3.3.4 Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
3.3.4.1 Gerätesystem 
System: Äkta 10XT mit Autosampler A-900, binärer Hochdruckpumpe P-900, 
UV-Detektor UV-900 (Aufnahme von drei Wellenlängen parallel), 
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 
 Säulenthermostat, Knauer, Berlin 
 4-Kanal Degasser K-5004, Knauer, Berlin 
Fluoreszenzdetektor F-1050, Merck Hitachi, Darmstadt 
Datenaufnahme: rechnergestützt mittels Unicorn 4.0, Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Schweden 
 
3.3.4.2 Untersuchung und Isolierung von HipGOLD/HipMOLD 
Säule: Eurospher 100 C18, 5 µm, 125 x 4,6 mm, mit integrierter 10 mm-
Vorsäule, Knauer, Berlin 
Säulentemperatur: 25°C 
Probenaufgabe: 20 µl der Lösung nach 3.6.1 
Elution:  binärer Gradient 
 Eluent A: Je 1,0 ml Essigsäure und Triethylamin in Reinstwasser 
lösen und zu 1000,0 ml auffüllen. Membranfiltrieren 
(Celluloseacetatfilter, 0,2 µm) und entgasen. 
 Eluent B: Acetonitril 
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%] 
0 100 0 
25 98 2 
80 75 25 
95 0 100 
100 100 0 
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Flußrate:  1,0 ml/min 
Detektion:  UV bei λ = 228 nm 
3.3.4.3 Untersuchung von fluoreszierenden Crosslinkaminosäuren 
Säule: Bioselect 300 C18, 5 µm, 250 x 4,6 mm, mit integrierter 10 mm-
Vorsäule, Knauer, Berlin 
Säulentemperatur: 25°C 
Probenaufgabe: 20 µl 
Elution:  binärer Gradient 
 Eluent A: Je 1,0 ml Essigsäure und Triethylamin in Reinstwasser 
lösen und zu 1000,0 ml auffüllen. Membranfiltrieren 
(Celluloseacetatfilter, 0,2 µm) und entgasen. 
 Eluent B: Acetonitril 
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%] 
0 100 0 
5 100 0 
20 90 10 
50 50 50 
60 0 100 
65 0 100 
70 100 0 
80 100 0 
  
Flußrate:  1,0 ml/min 
Detektion:  UV λ = 214 nm und 280 nm, Fluoreszenz λex/λem = 360/410 nm 
3.3.5 Aminosäureanalyse 
3.3.5.1 System und Probenvorbereitung 
Aminosäureanalysator: 4151 Alpha Plus, LKB-Biochrom, Pharmacia-LKB, Freiburg 
Trennsäule: analytischer Kationenaustauscher, 125 x 4,6 mm, 6 µm, 
Analysentechnik K. Grüning, München 
Arbeitsdruck: ca. 60 bar 
Temperatur: 48-93°C 
Injektionsvolumen: 20-60 µl 
Elution: siehe 3.3.5.2 – 3.3.5.4 
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Flußrate: 16 ml/h 
Detektion: UV λ = 570 nm und 440 nm, nach Ninhydrin-
Nachsäulenderivatisierung 
 
Die zur Trockene eingeengten Proben in einem definierten Volumen Natriumcitratpuffer 
(0,2 mol/l, pH 2,2) lösen, membranfiltrieren (Celluloseacetat, 0,2 µm) und zur 
Aminosäureanalyse einsetzen. 
3.3.5.2 Puffer und Reagenzien 
Ninhydrinlösung: 1 %ige Lösung von Ninhydrin in einem Gemisch von Ethylenglycol 
und Acetatpuffer (7:3) unter Zusatz von 0,1 % Hydrindantin Dihydrat 
Elutionspuffer: 
 
Nummer Zusammensetzung Molarität pH-Wert 
1 Reinstwasser, konserviert mit 0,1 % Tetrahydrofuran - - 
2 Natriumcitrat 0,2 mol/l 3,82 
3 Natriumcitrat 0,2 mol/l 4,25 
4 Gemisch aus Puffer 3 und Puffer 5 (50:50) 0,7 mol/l 6,25 
5 Natriumcitrat 1,2 mol/l 6,35 
6 Natronlauge 0,4 mol/l - 
 
3.3.5.3 Trennprogramm für LAL/HAL 
 Laufzeit Temperatur Elutionspuffer Ninhydrinzugabe 
1 02:00 48°C 2 ON 
2 03:00 48°C 2 ON 
3 10:00 68°C 3 ON 
4 18:00 70°C 4 ON 
5 07:00 80°C 5 ON 
6 08:00 93°C 5 ON 
7 12:00 93°C 5 ON 
8 15:00 93°C 6 OFF 
9 02:00 93°C 6 OFF 
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 Laufzeit Temperatur Elutionspuffer Ninhydrinzugabe 
10 02:00 83°C 2 OFF 
11 17:00 83°C 2 (20% in 1) OFF 
12 11:00 48°C 2 ON 
13 00:00 48°C 2 ON 
14 01:00 48°C 2 ON 
 
3.3.5.4 Trennprogramm für GOLD/MOLD 
 Laufzeit Temperatur Elutionspuffer Ninhydrinzugabe 
1 02:00 48°C 2 ON 
2 03:00 48°C 2 ON 
3 10:00 68°C 3 ON 
4 18:00 70°C 4 ON 
5 07:00 80°C 4 ON 
6 08:00 93°C 5 ON 
7 12:00 93°C 5 ON 
8 15:00 93°C 6 ON 
9 02:00 83°C 6 ON 
10 02:00 83°C 2 OFF 
11 17:00 83°C 2 (20% in 1) OFF 
12 11:00 48°C 2 ON 
13 00:00 48°C 2 ON 
14 01:00 48°C 2 ON 
3.3.5.5 Trennprogramm für Aminosäuren 
Durchführung nach Henle et al. (1991b) 
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3.3.6 Spektroskopische Untersuchungen 
3.3.6.1 UV/Vis- und Derivativspektroskopie 
UV/Vis-Spektroskopie: 
UV-Spektrometer:  Spektralphotometer Specord S100, Zeiss, Jena 
Wellenlängenbereich: 200 - 700 nm 
Küvetten:   Quarzglas, Schichtdicke 10 mm 
Meßtemperatur:  25°C 
Proben:   Acetylfuran und FUGO, gelöst in Reinstwasser 
Datenaufnahme:  Software Aspect Plus V1.5 
 
Derivativspektroskopie: 
Die Durchführung der Bestimmung des Molkenproteinanteils in Caseinfraktionen erfolgt nach 
Luf et al. (1987) und Weichert (2001). Zur Messung und Auswertung wurde das oben 
beschriebene System verwendet. 
3.3.6.2 Fluoreszenzspektroskopie 
FL-Spektrometer:  Fluoreszenz-Spektralphotometer F-4500, Hitachi, Japan 
Wellenlängen:  λex = 360 nm   λem = 385 – 550 nm 
    λex = 300 - 385 nm  λem = 410 nm 
    λex = 300 - 415 nm  λem = 440 nm 
Scan-Geschwindigkeit: 240 nm/min 
Küvetten:   Quarzglas, Schichtdicke 10 mm 
Meßtemperatur:  25°C 
Proben:   FFI und FP31, gelöst in bidestilliertem Wasser 
Datenaufnahme:  rechnergestützt 
3.3.6.3 Massenspektrometrische Detektion 
Sowohl die GC-MS- als auch die LC-MS-Messungen wurden durch Herrn Dr. H. Kroschwitz, 
Institut für Organische Chemie, TU Dresden durchgeführt. 
GC-MS von Acetylfuran und FUGO: 
System:  6890 N, Hewlett Packard/Agilent Technologies, Böblingen 
Säule:   DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) 
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Injektion:  1 µl der wäßrigen Probenlösungen, Split 10/1 
Ionisierung:  Elektronenstoßionisation (ESI), positive Polarität 
LC-MS von GOLD, MOLD und 13C-GOLD: 
Die Proben wurden direkt in den MS-Detektor injiziert ohne vorherige LC-Trennung. 
System:  Esquire-LC, Hewlett Packard/Bruker, Bremen/Waldbronn 
Injektion:  5 µl der methanolischen Probenlösungen 
Ionisierung:  Elektronenstoßionisation (ESI), positive Polarität, 
   Eingangsspannung:  25 V 
   Ausgangsspannung:  50 V 
3.4 Optimierung der Probenaufarbeitung 
3.4.1 Caseinisolierung 
3.4.1.1 Caseinisolierung mittels Salzsäure 
Ca. 100 ml Milchprobe werden 1:1 (v/v) mit dest. Wasser verdünnt, zentrifugiert (10 min, 
4°C, 3000 U/min) und gegebenenfalls von aufgerahmtem Fett befreit (Abschöpfen und 
Filtration durch Faltenfilter). Unter Rühren wird mit Salzsäure (c = 1 mol/l) auf pH 4,6 
eingestellt. Das gefällte Rohcasein wird von der Molke durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 
3000 U/min) abgetrennt und mit dem Ultraturrax in wenig dest. Wasser suspendiert. Durch 
Zugabe von Natronlauge (c = 0,2 mol/l) bis pH 7,0 wird das Casein erneut vollständig gelöst. 
Es schließt sich eine weitere Fällung mit Salzsäure und Zentrifugation des Caseins - wie 
beschrieben - an. Das Casein wird nacheinander zweimal mit dest. Wasser, zweimal mit 
Aceton und einmal mit Ethanol gewaschen, jeweils das Lösungsmittel dekantiert und am 
Ende zentrifugiert (5 min, 4°C, 3000 U/min). Nach Ausstreichen des noch feuchten Produktes 
in Petrischalen wird ca. 15 min im Stickstoffstrom getrocknet. Das Casein wird in wenig dest. 
Wasser suspendiert, lyophylisiert und nach feiner Vermahlung bei –18°C in verschlossenen 
Gefäßen gelagert. 
Zum Suspendieren wird stets ein Ultraturrax verwendet. 
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3.4.1.2 Caseinisolierung mit Acetatpuffer 
Ca. 100 ml Milchprobe werden im Verhältnis 1:3 (v/v) mit Acetatpuffer (c = 0,1 mol/l, 
pH 4,4) versetzt und gerührt. Das präzipitierte Casein wird von der Molke durch 
Zentrifugation (10 min, 4°C, 3000 U/min) abgetrennt, mit dest. Wasser suspendiert, erneut 
zentrifugiert und anschließend von der Flüssigkeit dekantiert. Nach Suspension des Caseins in 
wenig dest. Wasser wird es durch Zugabe von Natronlauge (c = 0,2 mol/l) bis pH 7,0 wieder 
gelöst. Diese Lösung wird erneut zentrifugiert (10 min, 4°C, 3000 U/min), wobei es 
gegebenenfalls zu einer Aufrahmung des in der Probe enthaltenen Fettes kommen kann. 
Dieses kann durch Abschöpfen und Filtration durch ein Faltenfilter abgetrennt werden. 
Anschließend wird das Casein durch Zugabe von Salzsäure (c = 1 mol/l) bis pH 4,6 gefällt. 
Dieses Umfällen wird noch einmal wiederholt. Das Casein wird nacheinander zweimal mit 
dest. Wasser, dreimal mit Aceton und dreimal mit Ethanol gewaschen, jeweils das 
Lösungsmittel dekantiert und am Ende zentrifugiert (5 min, 4°C, 3000 U/min). Nach 
Ausstreichen des noch feuchten Produktes in Petrischalen wird ca. 15 min im Stickstoffstrom 
getrocknet. Das Casein wird in wenig dest. Wasser suspendiert, lyophylisiert und nach feiner 
Vermahlung bei –18°C in verschlossenen Gefäßen gelagert. 
Zum Suspendieren wird stets ein Ultraturrax verwendet. 
3.4.2 Untersuchungen zur Probenaufarbeitung 
Aus einer Milchprobe (Separatormilch, Fettgehalt ca. 0,2 %, für 20 min bei 110°C erhitzt) 
wird nach unterschiedlichen Verfahren das Casein isoliert. Dabei wird wegen des geringen 
Fettgehaltes auf die Entfettungsschritte verzichtet: 
A1  Säurefällung wie in 3.4.1.1 beschrieben; die Waschschritte mit Aceton und Ethanol 
entfallen. 
A2 Fällung mit Acetatpuffer wie in 3.4.1.2 beschrieben; die Waschschritte mit Aceton 
und Ethanol entfallen. 
A3 Modifizierte Säurefällung nach 3.4.1.1: Nach der zweiten Säurefällung wird das 
Präzipitat einmal mit Acetatpuffer (c = 0,1 mol/l, pH 4,4) und einmal mit dest. 
Wasser gewaschen; die Waschschritte mit Aceton und Ethanol entfallen. 
A4 Keine Caseinisolierung aus der Probe, sondern direktes Verdünnen der Probe mit 
Elutions- bzw. Probenpuffer nach 3.3.3.1  
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3.4.3 Untersuchungen zur Probenentfettung 
Eine wärmebehandelte Kondensmilch (Fettgehalt 7,5 %) wird nach verschiedenen Verfahren 
entfettet und das Casein mittels Säurefällung bzw. Acetatpuffer-Verfahren isoliert (3.4.1.1 
und 3.4.1.2): 
E1  Probe durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 3000 U/min) entrahmen; anschließende 
Caseinisolierung nach 3.4.1.1 ohne die Entfettungsschritte mit Aceton und Ethanol. 
E2  Probe durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 3000 U/min) entrahmen; anschließende 
Caseinisolierung nach 3.4.1.1 
E3 Probe 1:1 (v/v) mit Toluol versetzen, schütteln, die Lösung zentrifugieren (10 min, 
4°C, 3000 U/min) und das Toluol dekantieren; anschließend Caseinisolierung nach 
3.4.1.1, jedoch unter zweimaliger Entfettung mit Petrolether anstelle von Aceton und 
Ethanol. 
E4 Durchführung einer flüssig-flüssig-Extraktion mit Petrolether im Scheidetrichter; 
anschließend Caseinisolierung nach 3.4.1.1, jedoch unter zweimaliger Entfettung mit 
Petrolether anstelle von Aceton und Ethanol. 
E5 Caseinisolierung nach 3.4.1.2 
E6 Probe durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 3000 U/min) entrahmen; anschließend 
Caseinisolierung nach 3.4.1.1, jedoch unter zweimaliger Entfettung mit 
Dichlormethan anstelle von Aceton und Ethanol. 
 
Für jedes nach den Verfahren E1 bis E6 isolierte Casein werden die Gehalte an Fett, 
Rohprotein und Wasser bestimmt. 
Butyrometrische Fettbestimmung: 
In Anlehnung an die Methode L 01.00-8 „Untersuchung von Lebensmitteln – Bestimmung 
des Fettgehaltes von Milch nach dem Gerber-Verfahren“ der Amtlichen Sammlung von 
Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG werden in ein Milch-Butyrometer nacheinander 
10,0 ml Schwefelsäure (Dichte bei 20°C 1,818 g/ml), 10,75 ml dest. Wasser (anstatt der 
Milch), 300 bis 400 mg des genau gewogenen Caseins und 1,0 ml Amylalkohol (Dichte bei 
20°C 0,811 g/ml) eingefüllt und nach Verschließen das Casein durch vorsichtiges Stürzen des 
Butyrometers gelöst. Das weitere Vorgehen entspricht der amtlichen Methode. 
Bestimmung des Proteingehaltes nach Kjeldahl: 
siehe 3.3.1 
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Bestimmung des Wassergehaltes: 
Von jeder Probe wird eine Dreifachbestimmung des Wassergehaltes nach der Karl-Fischer-
Methode durchgeführt. Es werden ca. 1 g Probe genau eingewogen und in der austitrierten  
Schwefeldioxid/Methanol-Lösung unter Rühren suspendiert. Die Bestimmung folgt der 
Vorschrift von Matissek et al., Seite 4ff. 
3.5 Beitrag von LAL und HAL zur intra-/intermolekularen 
Quervernetzung 
3.5.1 Milcherhitzungsansätze 
Milch-Modellsystem: 
Es werden 2,6 g Casein, das nach dem Acetatpuffer-Verfahren aus Separatormilch isoliert 
wurde, und 4,9 g Lactose-Monohydrat in synthetischem Milchultrafiltrat (SMUF, pH 6,8; 
Herstellung nach Jenness et al., 1962) gelöst und auf 100 ml aufgefüllt. Diese Lösung wird in 
Aliquoten von 5 ml (Schraubreagenzgläser) im Trockenschrank bei 110°C (Sandbad) erhitzt. 
Zur GPC-Untersuchung werden in 10 min-Intervallen Proben entnommen. Die Erhitzung wird 
nach 150 min beendet. 
 
Milch: 
Zur Ermittlung der optimalen Erhitzungsparameter werden zunächst jeweils 25 ml Milch (5 
Portionen mit 5 ml) bei 90°C, 110°C und 130°C wie unten beschrieben inkubiert. Die Proben 
werden nach 60, 70, 80, 90 und 100 min entnommen. 
Für den präparativen Ansatz wird folgendermaßen vorgegangen: 100 ml pasteurisierte 
Magermilch werden in Portionen von 5 ml in Schraubreagenzgläser (Schott-Duran, 8 ml) 
gefüllt. Diese werden in ein auf 110°C vorgeheiztes Sandbad im Trockenschrank gestellt und 
80 min erhitzt. 5 min nach dem Einstellen der Reagenzgläser werden diese kurz geschüttelt. 
Nach Beendigung der Erhitzung werden die Proben aus dem Sandbad entfernt und sofort in 
Eiswasser abgekühlt. Die Proben werden vereinigt und ggf. die erhitzte Milch bei – 18°C für 
maximal zwei Wochen gelagert. 
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3.5.2 Fraktionierung mittels präparativer GPC 
Die Probenvorbereitung und GPC-Trennung erfolgt wie in 3.3.3.2 beschrieben. Es wurden 
sieben Fraktionen (F2 bis F8) gesammelt. 
3.5.3 Dialyse der Caseinfraktionen und Ausbeuten 
Es werden Membranen mit einem cut-off von 12 bis 16 kD und einer Porengröße von 25 Å 
verwendet (Biomol, Hamburg). Die Membranen werden für eine Stunde in 10 % (v/v) 
Essigsäure gelegt und anschließend mit dest. Wasser säurefrei gespült. Die einzelnen 
Fraktionen in die Dialysemembranen füllen, mit Dialyseklammern verschließen und für 
24 Stunden gegen fließendes, kaltes Wasser dialysieren. Danach dreimal 8 Stunden gegen 
dest.Wasser dialysieren, dabei darf die Wassertemperatur 10°C nicht übersteigen. Die 
Dialysate werden lyophylisiert und bei – 18°C in verschlossenen Gefäßen gelagert. 
Nach der Gefriertrocknung werden die Ausbeuten für die einzelnen Fraktionen ermittelt: 
 Fraktion F2 („Megamer“): 29 mg 
 Fraktion F3 (Polymer): 490 mg 
 Fraktion F4 (Trimer):  350 mg 
 Fraktion F5 (Dimer):  480 mg 
 Fraktion F6 (Monomer): 1340 mg 
 Fraktion F7 (NCN1):  230 mg 
 Fraktion F8 (NCN2):  140 mg 
3.5.4 Rechromatographie 
Die nach 3.5.3 erhaltenen Fraktionen F3 bis F5 werden in analytischen Probenpuffer (siehe 
3.3.3.1) unter Rühren zu 1 % (m/v) gelöst, über Nacht bei 8°C gelagert und mittels 
analytischer GPC rechromatographiert und fraktioniert. Es schließen sich Dialyse und 
Gefriertrocknung wie in 3.5.3 dargestellt an. 
Ausbeute der rechromatographierten Fraktionen: 
 Fraktion F3 rechrom.: 75 mg 
 Fraktion F4 rechrom.: 203 mg 
 Fraktion F5 rechrom.: 258 mg 
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3.6 Untersuchungen zu GOLD/MOLD 
3.6.1 Syntheseansätze und Isolierung der Hippurylderivate von GOLD und 
MOLD (modifiziert nach Brinkmann et al., 1998) 
HipGOLD: 
154 mg Nα-Hippuryllysin (0,5 mmol) werden in 4,0 ml Reinstwasser gelöst. Man versetzt 
unter Rühren mit 115 µl Glyoxal-Lösung 40 % (m/m) und 75 µl Formaldehyd-Lösung 37 % 
(m/m), mißt den pH-Wert der Lösung und inkubiert bei 65°C für 24 h im Wasserbad. In den 
ersten acht Stunden setzt man stündlich jeweils 60 µl Glyoxal-Lösung 40 % (m/m) und 40 µl 
Formaldehyd-Lösung 37 % (m/m) zu, so daß insgesamt 1 mmol Glyoxal und 1 mmol 
Formaldehyd im Ansatz vorliegen. Nach Ende der Inkubation wird der pH-Wert der Lösung 
gemessen und diese ggf. bis zur weiteren Verwendung bei –18°C gelagert. 
 
HipMOLD: 
154 mg Nα-Hippuryllysin (0,5 mmol) werden in 3,8 ml Reinstwasser gelöst. Man versetzt 
unter Rühren mit 155 µl Methylglyoxal-Lösung 40 % (m/m) und 75 µl Formaldehyd-Lösung 
37 % (m/m), mißt den pH-Wert der Lösung und inkubiert bei 37°C für 24 h im Wasserbad. In 
den ersten acht Stunden setzt man stündlich jeweils 80 µl Methylglyoxal-Lösung 40 % (m/m) 
und 40 µl Formaldehyd-Lösung 37 % (m/m) zu, so daß insgesamt 1 mmol Methylglyoxal und 
1 mmol Formaldehyd im Ansatz vorliegen. Nach Ende der Inkubation wird der pH-Wert der 
Lösung gemessen und diese ggf. bis zur weiteren Verwendung bei –18°C gelagert. 
 
Isolierung mittels HPLC: 
Je 4,0 ml der beiden Ansätze werden an einer RP-HPLC (siehe 3.3.4.2) fraktioniert. Aus den 
Fraktionen HipGOLD bzw. HipMOLD zunächst am Vakuumrotationsverdampfer bei einer 
Temperatur von 40°C das organische Lösungsmittel entfernen, anschließend die wäßrigen 
Lösungen lyophylisieren. 
Ausbeute: HipGOLD 160 mg (gelblich, ölige Substanz) 
  HipMOLD 150 mg (gelb-braune, ölige bis zähe Substanz) 
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3.6.2 Hydrolyse der Hippurylderivate und Isolierung von GOLD und MOLD 
Hydrolyse: 
75 mg HipGOLD bzw. HipMOLD werden in 500 µl Reinstwasser gelöst und mit 4,5 ml 
6 N Salzsäure in einem Schraubreagenzglas versetzt. Man hydrolysiert wie unter 3.3.2.1 
beschrieben. Die Hydrolysate werden im Vakuumkonzentrator zur Trockene eingeengt, in 
3 ml Reinstwasser aufgenommen und erneut getrocknet. Dieser Vorgang wird einmal 
wiederholt. Die Rückstände werden dann in 10 ml Reinstwasser aufgenommen und zur 
Ionenaustauschchromatographie eingesetzt. 
 
Ionenaustauschchromatographie (IEC): 
Aufgabesystem: Schlauchpumpe P1, Pharmacia, Freiburg; Teflon-Schläuche mit Drei-
Wege-Hähnen 
Säule: Glas, 200 mm x 22 mm innerer Durchmesser, BioRad, München 
Harz: Dowex 50WX8-400, 20308, Acros, Geel, Belgien; Harzbett 
100 mm x 13 mm 
Fraktionierung: Fraktionsammler RediFrac, Pharmacia, Freiburg 
 
Die Säule wird mit 50 ml Harz gefüllt und anschließend mit 250 ml 6 M Salzsäure 
konditioniert (Fluß 25 ml/h). Nachdem mit Reinstwasser säurefrei gewaschen wurde (300 ml 
Reinstwasser), wird das Hydrolysat (siehe oben) manuell auf das Säulenbett aufgegeben und 
das Probengefäß mit insgesamt 10 ml Reinstwasser mehrmals nachgewaschen. Die Probe 
wird mit einem Fluß von 20 ml/h auf das Harz gebracht. Dann eluiert man mit 300 ml 
2 M Salzsäure (Fluß 25 ml/h) und verwirft das Eluat (enthält Glycin). Mit weiteren 300 ml 
4 M Salzsäure wird die Säule bei gleichem Fluß gewaschen; das Eluat wird ebenfalls 
verworfen. GOLD bzw. MOLD werden mit 300 ml 6 M Salzsäure (Fluß 20 ml/h) eluiert und 
Fraktionen von je 5 ml gesammelt. Alle Fraktionen auf DC-Fertigplatten (Kieselgel ohne 
Fluoreszenzindikator) tüpfeln und mit Ninhydrin-Reagenz (0,2 % (m/v) in Ethanol) 
besprühen. Nach Erhitzen im Trockenschrank bei 90°C für 5 min zeigen sich rosa bis violette 
Färbungen bei GOLD- bzw. MOLD-enthaltenden Fraktionen. Diese ninhydrin-positiven 
Fraktionen vereinigen und am Rotationsverdampfer zur Trockene einengen, zweimal mit je 5 
ml Reinstwasser waschen und erneut trocknen. Anschließend lyophylisieren. 
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Ausbeuten: 
Man erhält die Chloride der Verbindungen. 
 GOLD x Cl  18,7 mg 
 MOLD x Cl  33,5 mg 
 
Kernresonanzspektroskopie: 
Alle Messungen wurden von Frau Dr. Gruner, Institut für Organische Chemie, TU Dresden 
durchgeführt. 
GOLD: 
1H-NMR (500,13 MHz, D2O): δ = 1,35 (m, 4H, β-H), 1,83 (dd, 4H, δ-H), 1,91 (dd, 4H, γ-H), 
3,96 (dd, 2H, α-H), 4,10 (dd, 4H, ε-H), 7,42 (d, 2H, imi H-2/H-3), 8,58 (s, 1H, imi H-5) 
13C-NMR (125,76 MHz, D2O): δ = 20,96 (2 β-C), 28,60 (2 δ-C), 29,05 (2 γ-C), 48,89 (2 ε-C), 
52,74 (2 α-C), 122,28 (imi C-2, imi C-3), 135,11 (imi C-5), 172,21 (2 C-Carbonyl) 
MOLD: 
1H-NMR (500,13 MHz, D2O): δ = 1,38 (m, 4H, β-H), 1,78 (dd, 4H, δ-H), 1,86 (dd, 4H, γ-H), 
2,18 (s, 3H, CH3), 3,94 (dd, 2H, α-H), 4,03 (dd, 4H, ε-H), 7,14 (s, 1H, imi H-2), 8,58 (s, 1H, 
imi H-5) 
13C-NMR (125,76 MHz, D2O): δ = 8,09 (CH3), 20,96/21,07 (2 β-C), 28,18/28,51 (2 δ-C), 
28,99/29,05 (2 γ-C), 46,02/48,63 (2 ε-C), 52,57 (2 α-C), 119,02 (imi C-2), 131,74 (imi C-3), 
134,35 (imi C-5), 171,91 (2 C-Carbonyl) 
3.6.3 Bildung von GOLD über Acetyllysin 
Inkubationsansatz: 
188 mg Nα-Acetyllysin (1 mmol) werden in 8,1 ml Reinstwasser gelöst. Man versetzt unter 
Rühren mit 230 µl Glyoxal-Lösung 40 % (m/m) und 150 µl Formaldehyd-Lösung 37 % 
(m/m) und inkubiert bei 65°C für 24 h im Wasserbad. In den ersten acht Stunden setzt man 
stündlich jeweils 120 µl Glyoxal-Lösung 40 % (m/m) und 80 µl Formaldehyd-Lösung 37 % 
(m/m) zu, so daß insgesamt 2 mmol Glyoxal und 2 mmol Formaldehyd im Ansatz vorliegen. 
Nach Ende der Inkubation wird die Lösung im Vakuum bis fast zur Trockene eingeengt. 
 
Hydrolyse: 
Der Rückstand wird quantitativ in ein Schraubreagenzglas überführt und mit 5,0 ml Salzsäure 
(c = 6 mol/l) versetzt. Die Hydrolyse erfolgt für 3 h bei 110°C im Sandbad (Trockenschrank). 
Das Hydrolysat wird vollständig am Vakuumkonzentrator zur Trockene eingeengt, in 3 ml 
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Reinstwasser aufgenommen und erneut getrocknet (einmal wiederholen). Rückstand in 10 ml 
Reinstwasser lösen und zur IEC einsetzen. 
 
Ionenaustauschchromatographie (IEC): 
Die Durchführung erfolgt wie in 3.6.2 beschrieben, jedoch mit folgender Ausnahme: Das 
Eluat der 4 M Salzsäure (Fluß: 20 ml/h) wird ebenfalls in Fraktionen zu 5 ml gesammelt und 
durch Tüpfelreaktion auf ninhydrin-positive Fraktionen untersucht. 
3.6.4 Modellstudien zur GOLD- und MOLD-Bildung 
3.6.4.1 Variation der Zusammensetzung 
Es werden die in 3.6.1 dargestellten Ansätze mit folgenden Änderungen durchgeführt 
(angegebene Volumen an Glyoxal GO, Methylglyoxal MGO bzw. Formaldehyd FO 
entsprechen der Gesamtmenge): 
Nr. HipLys [mg] Reinstwasser [µl] GO-Lsg [µl] MGO-Lsg [µl] FO-Lsg. [µl] 
1 30,7 925 - - 75 
2 30,7 885 115 - - 
3 30,7 850 - 150 - 
 
3.6.4.2 Variation der molaren Verhältnisse 
Es werden die in 3.6.1 dargestellten Ansätze mit folgenden Änderungen durchgeführt 
(angegebene Volumen an GO, MGO bzw. FO entsprechen der Gesamtmenge): 
HipLys-Lösung: 
308 mg Hippuryllysin in 5,0 ml Reinstwasser lösen. 
Formaldehyd-Verdünnungen: 
Die käufliche Formaldehyd-Lösung (37 %ig) wird wie folgt verdünnt: 
 100 µl + 900 µl Reinstwasser (FO 1:10) 
 500 µl + 500 µl Reinstwasser (FO 1:2) 
 
In der Spalte „Verhältnis“ ist die molare Relation von HipLys, GO bzw. MGO und FO im 
jeweiligen Ansatz aufgeführt.
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Nr. HipLys-Lsg [µl] Reinstwasser [µl] GO-Lsg [µl] MGO-Lsg [µl] FO-Lsg. [µl] Verhältnis 
1 500 385 115 - 0 1:2:0 
2 500 310 115 - 75 (FO 1:10) 1:2:0,2 
3 500 310 115 - 75 (FO1:2) 1:2:1 
4 500 198 115 - 187 1:2:5 
5 500 350 - 150 0 1:2:0 
6 500 275 - 150 75 (FO 1:10) 1:2:0,2 
7 500 275 - 150 75 (FO1:2) 1:2:1 
8 500 163 - 150 187 1:2:5 
 
3.6.4.3 Caseinmodell 
Casein-Lösung: 
1,85 g Casein (isoliert aus Rohmilch nach dem Acetatpuffer-Verfahren) werden unter Rühren 
in 100,0 ml Reinstwasser gelöst. 
Reagenzien: 
Glyoxal-Lösung 40 %, Methylglyoxal-Lösung 40 %, Formaldehyd-Lösung 37 % 
 
Man stellt folgende Ansätze her: 
 Casein-Lsg [ml] GO-Lsg [µl] MGO-Lsg [µl] FO-Lsg. [µl] 
CN 10 - - - 
CN+GO 10 11,5 - - 
CN+GO+FO 10 11,5 - 7,5 
CN+MGO 10 - 15,3 - 
CN+MGO+FO 10 - 15,3 7,5 
 
Je 5,0 ml dieser Ansätze werden bei 110°C bzw. bei 160°C für 60 min in 
Schraubreagenzgläsern inkubiert (Sandbad im Trockenschrank). Nach Ende der Erhitzung 
werden 2,0 ml der Lösungen mit 2,0 ml 12 N Salzsäure versetzt und bei 110°C für 23 h 
hydrolysiert. 1,0 ml dieser Hydrolysate zur Trockene einengen, in ASA-Probenpuffer pH 2,2 
aufnehmen und mittels ASA analysieren. 
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3.6.4.4 Bestimmung von Ameisensäure in HipGOLD-Ansatz 
In einem HipGOLD-Ansatz nach 3.6.1 wird mittels einer Enzymtest-Kombination der Gehalt 
an Ameisensäure ermittelt. Die Durchführung erfolgt nach Herstellerangabe (r-biopharm, 
Darmstadt). 
3.6.5 Synthese von 13C-GOLD 
In Anlehnung zum Syntheseansatz nach 3.6.1 wird eine Inkubation mit 13C-Formaldehyd 
durchgeführt. 
31 mg Nα-Hippuryllysin (0,1 mmol) werden in 750 µl Reinstwasser gelöst. Man versetzt unter 
Rühren mit 23 µl Glyoxal-Lösung 40 % (m/m) und 28 µl 13C-Formaldehyd-Lösung 20 % 
(m/m), mißt den pH-Wert der Lösung und inkubiert bei 65°C für 24 h im Wasserbad. In den 
ersten acht Stunden setzt man stündlich jeweils 12 µl Glyoxal-Lösung 40 % (m/m) und 14 µl 
13C-Formaldehyd-Lösung 20 % (m/m) zu. Nach Ende der Inkubation wird die Lösung im 
Vakuumkonzentrator getrocknet und anschließend lyophylisiert. Der Rückstand wird in 
250 µl Reinstwasser gelöst und mittels LC-MS untersucht. 
3.7 Untersuchungen zu fluoreszierenden Crosslinkaminosäuren 
3.7.1 Analytik von Caseinhydrolysaten 
3.7.1.1 Analytische Gelpermeationschromatographie 
Die Durchführung erfolgt nach 3.3.3.1 mit folgenden Änderungen: 
Detektion:  UV λ = 280 nm und 215 nm, Fluoreszenz λex/λem = 360/410 nm 
Elutionspuffer: 3 M Harnstoff/0,1 M NaCl/0,1 M Phosphat/0,1 % CHAPS, pH 6,8 
 Man löst 180,18 g Harnstoff und verwendet statt Reinstwasser eine 
10 %ige (v/v) Isopropanollösung. 
Probenpuffer:  1 % DTT in Elutionspuffer 
Probenvorbereitung: Das Volumen des zum Lösen der Hydrolysate verwendeten 
Probenpuffers wird so bemessen, daß bezogen auf die zur Hydrolyse 
eingesetzte Proteinmenge eine 0,2 % (m/v) Lösung entsteht. 
3 MATERIAL UND METHODEN  65 
3.7.1.2 Umkehrphasen-HPLC 
Zusätzlich zu dem in 3.3.4.3 beschriebenen, hauptsächlich eingesetzten System wurde auch 
folgende Modifikation durchgeführt: 
Eluent A: 1,78 g di-Natriumhydrogenphosphat Monohydrat werden in 
Reinstwasser gelöst, mit Salzsäure auf pH 6,8 eingestellt und zu 
1000,0 ml aufgefüllt. Membranfiltrieren und entgasen. 
3.7.2 Inkubationsansatz für MRX (modifiziert nach Oya et al., 1998) 
100 mg Rinderserumalbumin und 450 mg Glucose werden in 25 ml Phosphatpuffer (0,1 M, 
pH 7,4) gelöst und für 14 Tage bei 37°C inkubiert. Die Lösung wird wie in 3.5.3 beschrieben 
dialysiert und das Retentat gefriergetrocknet. 10 mg des Lyophylisates werden mit 5,0 ml 6 M 
Salzsäure hydrolysiert (23 h, 110°C) und anschließend zur Trockene eingeengt. Man nimmt 
den Rückstand in 1,0 ml Eluent A auf und führt eine HPLC-Messung nach 3.3.4.3 durch. 
3.7.3 Synthese von Furoylglyoxal (FUGO) und FFI 
Furoylglyoxal FUGO (nach Kipnis et al., 1948): 
In einen 250 ml Dreihalskolben mit Rückflußkühler und Thermometer werden 110 ml 1,4-
Dioxan und 4 ml Reinstwasser vorgelegt, 19,5 g Selendioxid zugesetzt und bei 50°C so lange 
gerührt, bis das Selendioxid vollständig gelöst ist. Anschließend setzt man langsam 19 g 2-
Acetylfuran so zu, daß die Temperatur nicht über 60°C steigt. Der Ansatz wird für 4 Stunden 
unter Rückfluß erhitzt, wobei ein schwarzer Niederschlag von Selen entsteht. Es wird noch 
heiß durch ein mit Dioxan angefeuchtetes Faltenfilter filtriert und der Rückstand mit wenig 
Dioxan nachgespült. Das Dioxan wird zunächst am Vakuumrotationsverdampfer bei 40°C 
entfernt. Der Rückstand wird anschließend in einer Vakuumdestillationsapparatur mit einer 
20 cm-Vigreux-Kolonne bei 5-10 mbar rektifiziert. Man erhält ein zitronengelbes bis oranges, 
öliges Produkt (Ausbeute: 1,8 g) 
 
2-(2-Furoyl)-4(5)-(2-furanyl)-1H-imidazol (FFI): 
Man löst 25 mg Furoylglyoxal (siehe oben) in 20,0 ml 1,4-Dioxan. 60 µl dieser Lösung 
werden mit 1140 µl Reinstwasser und 300 µl Ammoniak 25 % versetzt (molares Verhältnis 
1:6500, pH 11). 30 min bei 25°C inkubieren. Anschließend wird am Vakuumkonzentrator zur 
Trockene eingeengt. 
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Analog dazu erfolgt eine Inkubation im molaren Verhältnis FUGO zu Ammoniak 1:50. Der 
pH-Wert dieser Lösung wird vor der Inkubation mit 1 M Natronlauge auf pH 11 eingestellt. 
 
FFI-Bildung über Furosin: 
200 µl Furosin-Lösung (c = 0,336 mg/ml, in 0,1 M Salzsäure gelöst) werden mit 100 µl 
Ammoniak 25 % versetzt und 30 min bei 25°C inkubiert. Man versetzt mit 200 µl 
Reinstwasser, stellt den pH-Wert auf 7,5 mit Salzsäure ein und engt zur Trockene ein. 
3.7.4 Modellstudien zur FP31-Bildung 
3.7.4.1 Milcherhitzungsansatz 
In Anlehnung an 3.5.1 wird Separatormilch in 5 ml-Portionen bei 110°C für 0, 15, 30, 45, 60, 
75, 90 min erhitzt. Aus den erhitzten Ansätzen wird das Casein nach dem Acetatpuffer-
Verfahren isoliert (ohne Entfettungsschritte). Mit den Caseinen wird eine Säurehydrolyse 
nach 3.3.2.1 durchgeführt. 
3.7.4.2 Inkubation von Arginin/Lysin mit Lactose  
Lactose-Lösung L1: 
7,2 g Lactose Monohydrat werden in 200,0 ml Reinstwasser gelöst. 
Lactose-Lösung L2: 
721 mg Lactose Monohydrat werden in 200,0 ml Reinstwasser gelöst. 
 
Für die einzelnen Ansätze werden die in der Tabelle angegebenen Mengen Nα-Acetyllysin 
bzw. Nα-Acetylarginin Dihydrat in der entsprechenden Lactose-Lösung gelöst und in 
Schraubreagenzgläsern bei 110°C im Sandbad für die genannte Dauer inkubiert. 
 
Nr. AcLys [mg] AcArg [mg] Lactose-Lsg. [ml] molares Verhältnis Lys:Arg:Lac Dauer 
1 18,8 - 10,0 L1 1:-:10 30 
2 - 25,2 10,0 L1 -:1:10 30 
3 18,8 25,2 10,0 L1 1:1:10 30 
4 18,8 12,6 10,0 L1 1:0,5:10 30 
5 - - 10,0 L1 -:-:10 30 
6 18,8 - 10,0 L1 1:-:10 90 
7 - 25,2 10,0 L1 -:1:10 90 
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Nr. AcLys [mg] AcArg [mg] Lactose-Lsg. [ml] molares Verhältnis Lys:Arg:Lac Dauer 
8 18,8 25,2 10,0 L1 1:1:10 90 
9 18,8 12,6 10,0 L1 1:0,5:10 90 
10 - - 10,0 L1 -:-:10 90 
11 18,8 - 10,0 L2 1:-:1 30 
12 - 25,2 10,0 L2 -:1:1 30 
13 18,8 25,2 10,0 L2 1:1:1 30 
14 18,8 12,6 10,0 L2 1:0,5:1 30 
15 - - 10,0 L2 -:-:1 30 
16 18,8 - 10,0 L2 1:-:1 90 
17 - 25,2 10,0 L2 -:1:1 90 
18 18,8 25,2 10,0 L2 1:1:1 90 
19 18,8 12,6 10,0 L2 1:0,5:1 90 
20 - - 10,0 L2 -:-:1 90 
 
Nach der Inkubation werden die Proben sofort abgekühlt und zur Hydrolyse (110°C, 23 h) mit 
10,0 ml 12 N Salzsäure versetzt. Aliquote der Hydrolysate werden zur Trockene eingeengt 
und für die HPLC im Fließmittel aufgenommen. 
3.7.4.3 Umsetzung von FUGO mit Hippuryllysin 
FUGO-Lösung: 
100 mg FUGO (siehe 3.7.3) in 4,0 ml Reinstwasser unter leichtem Erwärmen lösen. 
 
Die entsprechenden Mengen Hippuryllysin, FUGO-Lösung und Formaldehyd-Lösung (37 % 
(m/m)) für 18 h bei 65°C inkubieren. 500 µl werden direkt zur Trockene eingeengt, 500 µl 
zunächst mit 500 µl 12 N Salzsäure hydrolysiert (23 h, 110°C) und dann getrocknet. Für die 
HPLC-Untersuchungen in 500 µl Eluent A aufnehmen und membranfiltrieren. 
 
Nr. HipLys [mg] FUGO-Lsg [ml] FO-Lsg. [µl] molares Verhältnis HipLys:FUGO:FO 
1 - 1,0 - -:2:- 
2 30,7 1,0 - 1:2:- 
3 30,7 1,0 16 1:2:2 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
4.1 Optimierung der Probenaufarbeitung 
Für die Bestimmung der Caseinquervernetzung und des Crosslinkaminosäure-Gehaltes in 
Milchprodukten ist es nötig, das Casein aus der Lebensmittelmatrix zu isolieren. Ziel ist 
dabei, zum einen ein möglichst reines Isolat zu erhalten, zum anderen aber auch zu 
gewährleisten, daß es durch die Isolierung zu keinen Veränderungen - insbesondere der 
Oligomerisation – kommt. Daneben sind jedoch auch die physikalischen Eigenschaften des 
Isolates von Bedeutung: Es soll durch Gefriertrocknung eine feines, gut rehydratisierbares 
Pulver ergeben, das möglichst homogen ist. 
4.1.1 Vergleich unterschiedlicher Caseinisolierungsstrategien 
In der Literatur (Zin El-Din et al., 1991; Walter, 1995) sind unterschiedliche Verfahren zur 
Caseinisolierung beschrieben. Dabei wird häufig von nicht oder nur schwach erhitzter Milch 
mit einem geringen Fettgehalt ausgegangen. Viele Handelsprodukte weisen hingegen eine 
deutlich stärkere Erhitzung und/oder erhöhten Fettgehalt auf, was eine Probenvorbereitung im 
Hinblick auf die anschließende analytische Untersuchung deutlich erschwert. In einem 
Vorversuch wurde zunächst geklärt, welche Methode der Caseinfällung am geeignetsten für 
die durchzuführenden Untersuchungen ist. Als Matrix diente eine Separatormilch (Fettgehalt 
0,2 %), die für 20 Minuten bei 110°C erhitzt wurde. Der geringe Fettgehalt der Probe 
ermöglichte es, die Entfettung bei der Aufarbeitung zunächst außer Acht zulassen, so daß 
alleine die unterschiedlichen Fällungsverfahren und das erhaltene Endprodukt beurteilt 
werden konnten. Die relativ milde Milcherhitzung lieferte eine Quervernetzung des Caseins 
(ca. 10 %), die zwar deutlich, aber noch nicht zu ausgeprägt vorhanden war (entsprechend 
einer stärker erhitzten UHT-Milch). Dadurch war es möglich, eventuell bei der Isolierung 
auftretende Veränderungen in der Oligomerisation zu erkennen. 
Bei der Aufarbeitung wurde teilweise zur Suspension des Caseins in Wasser vor dem Lösen 
mit Lauge bzw. vor der Gefriertrocknung ein Ultraturrax eingesetzt. Bedingt durch die 
Funktionsweise des Ultraturrax treten dabei relativ starke Scherkräfte auf, die unter 
Umständen zu Proteinmodifikationen führen können. Um dies zu berücksichtigen, wurden 
alle Verfahren sowohl unter Verwendung des Ultraturrax als auch durch manuelle Suspension 
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(Rühren mit Glasstab) des Caseins in Wasser durchgeführt (Verfahren A4: Einsatz des 
Ultraturrax in der Milch-Puffer-Lösung für 2 min). 
Die durch die Aufarbeitungsverfahren A1 bis A3 gewonnenen Caseinisolate und die flüssige 
Probe nach dem Verfahren A4 unterschieden sich in der mittels 
Gelpermeationschromatographie meßbaren Oligomerisation nicht. Auch wirkte sich der 
Einsatz des Ultraturrax nicht auf die Quervernetzung aus. Unter diesem Aspekt sind 
grundsätzlich alle eingesetzten Methoden für die Caseinisolierung bzw. eine direkte Messung 
der Proteinquervernetzung geeignet. Jedoch zeigen sich deutliche Unterschiede in den 
isolierten, getrockneten Caseinpulvern: Bei der Fällung mit Acetatpuffer (A2) wird der pH-
Wert der Milch durch das Mischen mit Puffer sehr schnell auf einen gleichmäßigen Wert von 
4,6 in der gesamten Lösung eingestellt. Dadurch präzipitiert das Casein überall in der Lösung 
zu einem annähernd identischen Zeitpunkt, was zur Bildung eines feinkörnigen Bruches führt. 
Verwendet man zur Fällung Salzsäure, so entsteht trotz Rühren an der Eintropfstelle der Säure 
in der Lösung kurzzeitig ein niedriger pH-Wert. Das dort gefällte Casein wird zwar durch das 
Rühren von der Eintropfstelle entfernt und löst sich zum Teil in der noch eher neutralen 
Probelösung wieder auf. Durch erneut zutropfende Säure bildet sich jedoch wieder ein 
Caseinpräzipitat, das sich mit dem bereits vorhandenem zu einem Koagulat verbindet. Es 
entsteht somit ein Caseinbruch, der im Vergleich zur Fällung mit Acetatpuffer (A2) deutlich 
gröber und voluminöser ist. Durch diese Struktur kann es leichter zum Einschluß von Fett in 
den Bruch kommen, so daß das erhaltene Proteinisolat bei der Fällung mit Salzsäure häufig 
stärker mit Fett verunreinigt ist. 
Bei der Gefriertrocknung der beiden Präzipitate ergeben sich auf Grund der Eigenschaften 
ebenfalls Unterschiede: Der feine Bruch trocknet deutlich schneller und liefert ein lockeres 
Pulver, das in der Teilchenverteilung visuell homogen erscheint. Beim getrockneten 
Säurecasein hingegen dauert der Lyophilisierprozeß länger und er liefert in der 
Partikelverteilung ein inhomogenes Produkt. Hier besteht vor allem bei größeren Teilchen die 
Gefahr, daß sie im Inneren nicht vollständig getrocknet sind. Dies kann zu einer negativen 
Beeinflußung der Probe bei der Lagerung führen (z.B. proteolytische Prozesse). Neben dieser 
Inhomogenität ist auch eine schlechtere Löslichkeit der getrockneten Säurecaseine verglichen 
mit dem Acetatpuffer-Caseinen zu beobachten. Da beide Parameter jedoch entscheidend für 
weitere Bestimmungen (Aminosäureanalyse, chromatographische Untersuchungen, etc.) sind, 
ist der Fällung mittels Acetatpuffer (A2) gegenüber den anderen Verfahren der Vorzug zu 
geben. Als nachteilig an dieser Methode kann nur der erhöhte Material- und Zeitaufwand für 
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die Herstellung des Acetatpuffers gegenüber der direkten Verwendung der verdünnten 
Salzsäure angesehen werden. 
4.1.2 Untersuchung zur Probenentfettung 
Das Hauptziel der Optimierung war neben der Gewinnung eines gut handhabbaren Isolates, 
ein möglichst reines Caseinpulver zu erhalten. Probleme bereiten hierbei zum einen die 
Molkenproteine. Sie sind zwar bei pH 4,6 löslich, können aber zum Teil durch das gefällte 
Casein mitgerissen werden und somit in den Bruch gelangen. Durch das Umfällen, d.h. das 
erneute Lösen des Präzipitates und Wiederausfällen, kann die Verunreinigung des Caseins mit 
freiem Molkenprotein minimiert werden. Problematischer sind Casein-Molkenprotein-
Copräzipitate (z.B. in Kondens- und Sterilmilch), in denen die Molkenproteine kovalent an 
das Casein gebunden sind. In diesen Fällen gelangen die Molkenproteine in den Bruch und 
können auch durch erneutes Umfällen nicht entfernt werden. Es kann somit bei der 
Probenaufarbeitung nicht ausgeschlossen werden, daß ein geringfügiger Anteil des 
Caseinisolates Molkenprotein ist. Der Anteil korreliert mit dem Erhitzungsgrad der Probe, da 
mit zunehmender Wärmebelastung auch die intermolekulare Proteinquervernetzung und 
damit die Reaktion zwischen Molkenprotein und Casein zunimmt. Zum anderen stellt Fett in 
den Caseinisolaten ein großes Problem dar. Lipidverunreingungen verursachen in der 
Gelpermeationschromatographie und der Aminosäureanalyse Störungen, die sich sowohl in 
einer Verschlechterung der chromatographischen Trennung als auch in einer verkürzten 
Lebensdauer des Trennmaterials bemerkbar machen. Ein negativer Einfluß auf die Trennung 
durch eine instabile Basislinie, nicht zuordenbare Peaks oder ähnliches ist vor allem in der 
Aminosäureanalyse zu beobachten, da die Probe hier vor der Messung hydrolysiert wird. 
Dadurch können mitisolierte Lipide ebenfalls unspezifisch abgebaut werden und die 
Trennung stören. Dies ist besonders bei der Detektion von Substanzen im Bereich der 
Nachweisgrenze problematisch (vgl. ASA-Trennung für LAL/HAL und GOLD/MOLD). 
Außerdem beeinträchtigen die Hydrolyseprodukte der Lipide – verstärkter aber noch die der 
Kohlenhydrate - die Anwendungsdauer des verwendeten Ionenaustauscherharzes. Noch mehr 
trifft dies für GPC-Säulen zu. Ein fetthaltiges Caseinpulver kann dazu führen, daß die Säule 
für eine weitere Trennung erst nach einem zeitaufwendigen Regenerationsschritt wieder 
verwendet werden kann. Ursache ist die Ablagerung von Lipiden am Anfang des Gelbettes. 
Es kommt hierbei zu einer Verdichtung, die einen erhöhten Rückdruck bewirkt. Dieser ist bei 
dem verwendeten Trennsystem meist so groß, daß es zu einer Überschreitung des maximal 
zulässigen Säulendruckes kommt, womit die Trennung abgebrochen werden muß. 
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Auf Grund dieser negativen Eigenschaften war ein weiteres Ziel der Probenaufarbeitung ein 
möglichst fettarmes Caseinisolat zu erhalten. Dazu wurde als Matrix eine homogenisierte 
Kondensmilch mit einem Fettgehalt von 7,5 % ausgewählt, die im Lebensmittelhandel 
erworben wurde. Die Homogenisierung bewirkt eine Feinstverteilung des Milchfettes in der 
Milch, so daß eine Aufrahmung – d.h. ein Ansammeln des Fettes an der Oberfläche – nicht 
mehr auftritt. Die Probe wurde nach den Verfahren A1 (Säurefällung) bzw. A2 (Acetatpuffer-
Verfahren) aufgearbeitet, wobei aber unterschiedliche Entfettungsmethoden (E1 bis E6) 
integriert wurden (siehe 3.4.3). 
Bei den Verfahren E1 und E2 wird die Probe zunächst physikalisch durch Zentrifugation 
entrahmt und anschließend das Casein durch Säurefällung isoliert. Im Falle von E1 wird auf 
die Behandlung mit Aceton und Ethanol verzichtet, bei E2 wird diese wie in 3.4.1.1 
beschrieben durchgeführt. Der im Caseinisolat butyrometrisch ermittelte Fettgehalt liegt für 
E1 bei 45 %, bei E2 bei 37 %. Die Behandlung mit Aceton und Ethanol bewirkt also eine 
Verringerung des Fettgehaltes im Vergleich zur rein mechanischen Entrahmung. Sie ist 
jedoch höchstens für fettarme Produkte (Magermilch o.ä.) geeignet, um aus diesen Reste von 
Milchfett zu entfernen. Zur Entfettung trägt hauptsächlich das Aceton bei, da es neben den 
unpolaren, besonders die polaren Komponenten des Milchfettes lösen kann. Das Ethanol wird 
zum Entzug von Wasser aus dem Isolat und damit für einen gewissen Vortrockenprozeß 
eingesetzt. Für fettreiche Produkte wie im vorliegenden Fall sind beide Verfahren somit nicht 
geeignet. Der Austausch der verwendeten polaren Lösungsmittel gegen unpolare (E3 und E4) 
brachte keine Verbesserung. Sowohl die Kombination von Toluol und Petrolether (E3) als 
auch die alleinige Verwendung von Petrolether (E4) lieferten Isolate mit Fettgehalten von 
43 % bzw. 41 % und damit schlechtere Werte als E2. Dies erstaunt zunächst, da zur 
Fettgehaltsbestimmung von Milch und Milchprodukten häufig Petrolether oder Diethylether 
und Petrolether in Kombination eingesetzt werden (vgl. Referenzverfahren nach Röse und 
Gottlieb). Der Extraktion ist aber in diesen Fällen meist ein Aufschluß (z.B. im Alkalischen 
bei Röse-Gottlieb) vorgeschaltet, der eine Freisetzung der Lipide aus der Proteinmatrix 
bewirkt. Ein Aufschluß konnte wegen der Zerstörung des Caseins bei diesen Untersuchungen 
nicht durchgeführt werden, womit auch die Entfettungsfähigkeit des Petrolethers für die 
Milch verloren ging. Eine Zentrifugation mit anschließender Entfettung des säuregefällten 
Caseins mittels Dichlormethan (E6) lieferte für die Säurefällung den niedrigsten Fettgehalt 
mit 20 %. Weitere Untersuchungen hierzu wurden auf Grund des sehr guten Ergebnisses bei 
Verfahren E5 nicht durchgeführt. Es ergab sich ein Fettgehalt von 3 % im Casein, das aus der 
Kondensmilch nach dem Acetatpuffer-Verfahren mit anschließender Aceton/Ethanol-
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Behandlung isoliert wurde (E5, Durchführung siehe 3.4.1.2). Diese deutliche Entfettung lässt 
sich auf mehrere Faktoren zurückführen: Zum einen wird beim Lösen des gefällten Caseins 
eingeschlossenes Fett frei, das bei der anschließenden Zentrifugation sehr häufig als eine 
Fettschicht aufrahmt. Diese kann leicht mechanisch oder durch Filtration durch ein 
Faltenfilter entfernt werden. Zum anderen trägt der feinkörnige Caseinbruch dazu bei, daß 
sich das Fett nur schlecht in dem gefällten Protein einlagern kann. Sowohl durch diese 
schlechte Einlagerbarkeit als auch durch die kleine Kornstruktur kann das Extraktionsmittel 
sehr gut die Lipide erreichen und diese entfernen. Dies ist wegen der groben Kornstruktur bei 
der Säurefällung nicht gegeben, was zu den allgemein schlechteren Entfettungswerten 
beigetragen hat. 
Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse wurde das Verfahren E5 – Acetatpuffer-Fällung mit 
anschließender Aceton/Ethanol-Behandlung – für die Caseinisolierung aus Milch und 
Milcherzeugnissen in dieser Arbeit als Standardmethode verwendet. Ausgenommen hiervon 
sind Produkte mit einem Fettgehalt von weniger als 0,5%. Bei diesen wurde auf die 
Lösungsmittelbehandlung verzichtet. Tabelle 4.1-1 gibt einen Überblick über die einzelnen 
Entfettungsverfahren und die im Isolat ermittelten Gehalte an Fett, Protein und Wasser. 
 
Tabelle 4.1-1: Übersicht über die Entfettungsverfahren (Probenmatrix: Kondensmilch)  
Verfahren Prinzip Fettgehalt Proteingehalt Wassergehalt 
E1 Salzsäurefällung nach Entrahmung, ohne 
Extraktion 
45 % 42,6 % 2,4 % 
E2 Salzsäurefällung nach Entrahmung, 
Extraktion mit Aceton und Ethanol 
37 % 53,4 % 2,8 % 
E3 Salzsäurefällung nach Entrahmung mit 
Toluol, Extraktion mit Petrolether 
43 % 46,7 % 3,4 % 
E4 flüssig-flüssig-Extraktion mit  
Petrolether, Salzsäurefällung, Extraktion 
mit Petrolether  
41 % 49,1 % 3,1 % 
E5 Fällung mit Acetatpuffer, Entrahmung nach 
Auflösen des Caseins, Extraktion mit 
Aceton und Ethanol 
3 % 85,5 % 7,2 % 
E6 Salzsäurefällung nach Entrahmung, 
Extraktion mit Dichlormethan 
20 % 65,9 % 4,4 % 
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Der im Verfahren E5 erhöhte Wassergehalt läßt sich durch die Struktur des Isolates erklären. 
Durch die Feinkörnung des Pulvers kann das Wasser in der Karl-Fischer-Titration besser 
erfaßt werden als bei grobkörnigen Isolaten, die in den Körnern Wasser einschließen, das 
nicht titrimetrisch erfaßbar ist. Summiert man die Gehalte an Fett, Protein und Wasser, so 
erhält man in keinem Fall 100 %. Zum einen sind im Isolat noch Minorkomponenten zu 
finden (z.B. Lactose, Mineralstoffe), die jedoch nicht quantifiziert wurden. Zum anderen sind 
insbesondere die Wassergehalte mit einem nicht unerheblichen Fehler belastet (siehe oben). 
Es ist deshalb davon auszugehen, daß die Gehalte an Wasser in den Proben höher liegen als 
ermittelt. 
Nachdem die Probenaufarbeitung optimiert wurde, mußte in Analogie zu den 
Aufarbeitungsverfahren überprüft werden, ob durch das eingesetzte Entfettungsverfahren 
gegebenenfalls eine Proteinquervernetzung induziert wird. Ursache hierfür könnte der Einsatz 
von organischen Lösungsmitteln sein, die eine oder mehrere Carbonylfunktionen enthalten. 
Sie sind potentiell in der Lage, eine Reaktion mit den Proteinen einzugehen, die mit der durch 
Kohlenhydrate oder α-Dicarbonyle induzierten Oligomerisation vergleichbar ist. Daher 
wurden die Isolate nach den Verfahren E1 bis E6 jeweils mittels GPC auf das Ausmaß der 
Quervernetzung untersucht.  
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Abb. 4.1-1: Prozentuale Verteilung der Caseinfraktionen im Gesamtcasein, behandelt nach 
unterschiedlichen Entfettungsverfahren (Balken von links nach rechts: 
Polymer, Trimer, Dimer, Monomer) 
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Die prozentuale Verteilung der Oligomeren ist in Abb. 4.1-1 dargestellt. Dabei wurde im 
Chromatogramm der Flächenanteil jeder einzelnen Fraktion an der Gesamtcaseinfläche 
ermittelt. Vergleicht man das favorisierte Verfahren E5 mit der nicht entfetteten Probe (E1), 
so sind kaum Unterschiede in der Oligomerenverteilung zu erkennen: Lediglich die Polymer-
Fraktion ist bei E5 geringfügig reduziert. Analoge Ergebnisse liefern auch die Verfahren E2 
und E6. Daraus kann geschlossen werden, daß Aceton und Ethanol (E2, E5) bzw. 
Dichlormethan (E6) keine Oligomerisation induzieren. Die Verwendung von Petrolether (E3, 
E4) beeinflußt jedoch die Oligomerenverteilung. In beiden Fällen sind deutlich höhere Anteile 
an Polymer verbunden mit geringeren Monomer- und Dimeranteilen zu beobachten. Neben 
einer möglichen induzierten Vernetzung können auch Lipoproteine der Milch für diese 
Veränderungen verantwortlich sein. Lipoproteine sind in den Fettkugelmembranen der Milch 
enthalten und teilweise adsorptiv mit den Milchproteinen verbunden (Schlimme und 
Buchheim, 1995). Auf Grund ihrer guten Löslichkeit in hydrophilen Medien ist davon 
auszugehen, daß Lipoproteine durch die Behandlung mit Aceton und Ethanol aus dem 
Caseinbruch entfernt werden, wogegen dies durch das hydrophobe Lösungsmittel Petrolether 
nicht möglich ist. In der GPC eluieren Lipoproteine wegen ihrer Molmasse (Größenordnung 
105-106 Da) mit dem Ausschlußvolumen der Säule und somit mit der Polymer-Fraktion. 
Daher kann der höhere Anteil an der Polymer-Fraktion in den mit Petrolether entfetteten 
Proben (E3, E4) auch durch die Coelution von Polymer und Lipoproteinen verursacht werden. 
Das Probenaufarbeitungsverfahren E5 – Caseinfällung mit Acetatpuffer und anschließende 
Entfettung mit Aceton/Ethanol – liefert für das breite Spektrum der untersuchten 
Milchprodukte (von Rohmilch bis fettreiche Sterilmilch) sowohl bei den Eigenschaften des 
Isolates als auch bei dem Entfettungsgrad die besten Ergebnisse. Deshalb wurde es in der 
vorliegenden Arbeit als Standardmethode zur Aufarbeitung aller Proben eingesetzt. 
4.2 Proteinquervernetzung und Crosslink-Aminosäuren in 
handelsüblichen Milchprodukten 
Aus einer Vielzahl von Arbeiten ist bekannt, daß es bei der technologischen Verarbeitung von 
Milch und Milchprodukten zu einer Zunahme der Proteinquervernetzung kommt. Diese 
korreliert sowohl mit der Dauer als auch mit der Intensität der eingesetzten 
Wärmebehandlung. Um einen Überblick über das Ausmaß der Caseinquervernetzung in 
kommerziell erhältlichen Milchprodukten zu erhalten, wurde – falls möglich – eine größere 
Probenanzahl von unterschiedlichen Produkten zum einen auf die meßbare 
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Caseinquervernetzung, zum anderen auf den Gehalt an Lysinoalanin (LAL) und 
Histidinoalanin (HAL) untersucht. 
4.2.1 Gelpermeationschromatographie 
Zur Bestimmung der Caseinquervernetzung wurde die Gelpermeationschromatographie 
(GPC, Gelfiltration, Größenausschlußchromatographie) verwendet. Sie erhielt den Vorzug 
gegenüber der häufig angewendeten SDS-Gelelektrophorese mit Anfärbung der Banden und 
anschließender densitometrischer Auswertung, da sich quervernetzte oder glykosylierte 
Proteine mit den gängigen Färbeverfahren verschieden anfärben lassen. Dies kann zur Unter- 
(Prabhakaram et al., 1994), aber auch zur Überschätzung (Hodny et al., 1992) des 
Oligomerisationsgrades führen. Außerdem sollte neben der analytischen auch eine präparative 
Anwendung des eingesetzten Analysenverfahrens möglich sein. Dieses Up-Scaling war mit 
der GPC im Vergleich zur Elektrophorese bedeutend einfacher zu realisieren, da zum einen 
vom Hersteller neben den analytischen Fertigsäulen auch entsprechende präparative 
Ausführungen angeboten wurden, zum anderen die instrumentellen Voraussetzungen für eine 
präparative flüssigchromatographische Bearbeitung im Gegensatz zur Elektrophorese bereits 
am Institut vorhanden waren. 
4.2.1.1 Chromatographische Parameter 
Das zur Trennung eingesetzte System wurde von Walter (1995) für die vorliegende 
Fragestellung etabliert und mit verschiedenen in der Literatur beschriebenen GPC-
Trennsystemen verglichen. Die verwendeten Superdex-Säulen besitzen verschiedene Vorteile, 
die sie für den Einsatz prädestinieren: Sie werden vom Hersteller als Fertigsäulen sowohl für 
analytische als auch für präparative Applikationen angeboten, so daß ein selbständiges Füllen 
der Säulen entfällt. Dadurch kann bei einem gegebenenfalls nötigen Wechsel zu einer neuen 
Superdex-Fertigsäule eine bessere Reproduzierbarkeit gewährleistet werden als bei selbst 
hergestellten Säulen. Das in den Säulen verwendete Trennmaterial – ein Agarose-Dextran-
Gel – weist im Gegensatz zu den häufig eingesetzten Säulen auf Silikagelbasis (TSK-Säulen) 
eine minimale, unspezifische Proteinadsorption auf, ist in einem pH-Bereich von 1 bis 14 
stabil und erlaubt ausreichend hohe Flußraten ohne Überschreitung des vorgegebenen 
Drucklimits der Säule und ohne negative Auswirkungen auf die Qualität der Trennung, so daß 
Analysezeiten von einer Stunde oder geringer erreicht werden. Die Stabilität in einem weiten 
pH-Bereich und gegenüber ausgewählten organischen Lösungsmitteln (v.a. Alkoholen) 
erlaubt eine Reinigung des Materials mit verdünnter Natronlauge und wässrigen 
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Isopropanollösungen, was sich positiv auf Trennleistung und Lebensdauer der Säule auswirkt. 
Ein weiterer Aspekt bei der Auswahl dieses Säulentypes war das Angebot einer „Superdex-
Familie“ durch den Hersteller: Neben der hauptsächlich verwendeten Superdex 200 
(Trennbereich 10000 bis 600000 Da) gibt es noch Säulen mit anderen Trennbereichen, die 
jedoch alle auf dem selben Agarose-Dextran-Grundmaterial basieren. Somit war ein Wechsel 
von einer Säule (z.B. Superdex 200) auf eine andere (z.B. Superdex Peptide) zur Erzielung 
einer besseren Trennung an den Grenzen des Trennbereiches in den meisten Fällen 
unproblematisch, weil die chromatographischen Bedingungen nicht oder nur minimal 
verändert werden mussten. Als Eluent diente ein 6 M Harnstoff/0,1 M Phosphat/0,1 M 
Natriumchlorid-Puffer pH 6,8, um eine vollständige Denaturierung der Caseine 
sicherzustellen. Da bei der Gelpermeationschromatographie die Trennung nach der 
Molekülgröße (hydrodynamischer Radius) erfolgt, ist eine völlige Auffaltung der einzelnen 
Proteine für die Abschätzung der entsprechenden Molmasse unerlässlich. Eine unzureichende 
Denaturierung kann bei zwei unterschiedlichen Eiweißen mit identischen Molmassen 
verschiedene räumliche Anordnungen (z.B. gestreckt und globulär) induzieren, die sich in der 
GPC-Messung durch abweichende Retention bemerkbar machen und damit als Proteine mit 
verschiedenen Molmassen interpretiert werden. Um eine vollständige Auffaltung auch bei 
stark oligomerisierten und schwer löslichen Caseinen zu gewährleisten, wurde dem 
Elutionspuffer nebem der hohen Menge an Harnstoff auch noch das zwitterionische 
Detergenz 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-propansulfonat (CHAPS) 
zugesetzt. CHAPS eignet sich besonders auf Grund seiner geringen Eigenabsorption bei 280 
nm für die hier verwendete UV-Detektion bei dieser Wellenlänge (Hjelmeland, 1980). Um 
eine unspezifische ionische Wechselwirkung zwischen Protein und Gelmatrix zu vermeiden, 
wird vom Säulenhersteller ein Zusatz von Natriumchlorid zum Eluenten in einer 
Konzentration von 0,1 mol/l empfohlen (Pharmacia, 1998). 
4.2.1.2 Reduktion mit 1,4-Dithiothreitol 
Ziel der durchgeführten Untersuchungen war die Detektion von kovalenten, nicht-
reduzierenden, d.h. nicht auf Disulfid-Brücken beruhenden Quervernetzungen. Dazu war eine 
Reduktion der Probe vor der GPC-Messung nötig. Als Reduktionsmittel wurde wie von 
Walter (1995) beschrieben 1,4-Dithiothreitol (DTT) im Gegensatz zum häufig verwendeten 2-
Mercaptoethanol (ME) eingesetzt. DTT zeichnet sich durch eine zu Gunsten der Produkte 
verschobene Gleichgewichtslage aus, was sich in einer höheren und reproduzierbareren 
Reduktionswirkung  als bei ME widerspiegelt (Cleland, 1964). Daneben sind auch die bessere 
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Löslichkeit in wässrigen Medien, die geringe Geruchsbelastung und minimale Toxizität als 
Vorteile zu nennen. 
Um zu überprüfen, ob das eingesetzte Verfahren eine ausreichende Reduktion der 
Disulfidbrücken im Casein erlaubt und ob es auf der Säule bei der Trennung nicht zu erneuten 
Reoxidationen des Cysteins kommt, wurden einige Versuche durchgeführt. Zunächst wurden 
zwei Proben ausgewählt, die jeweils vor und nach Reduktion mit DTT unter 
Standardbedingungen (8°C, 24 Stunden, DTT-Konzentration 1 % (m/v)) mittels GPC 
analysiert wurden. Man erhielt hierbei für jede Probe den Anteil an reduzierbarer und nicht-
reduzierbarer Quervernetzung, der zur Beurteilung der folgenden Versuchsmodifikationen als 
Bezugswert herangezogen wurde. Als erstes erfolgte eine Variation der Reduktionsdauer. 
Dazu wurden beide Caseine für 14 Stunden (entsprechend der häufig zu findenden Aussage 
„über Nacht“), 24 Stunden und für 36 Stunden mit dem Probenpuffer inkubiert. Es zeigten 
sich keine Differenzen am reduzierbaren Oligomerenanteil für die drei Reduktionszeiten, so 
daß bereits nach 14 Stunden von einer abschließenden Reduktion ausgegangen werden kann. 
Auch die Variation der DTT-Konzentration (0,5 %, 1 %, 2 %) lieferte identische Ergebnisse. 
Damit könnte eine ausreichende Reduktion auch mit einer 0,5 % (m/v) DTT-Lösung erzielt 
werden. Da es bei der Reduktion von Caseinen aus unterschiedlichen Milchprodukten zu 
einem schwankenden Verbrauch des Reduktionsmittels auf Grund diverser Nebenreaktionen 
kommen kann, wurde die Konzentration im Sinne eines Sicherheitsspielraumes bei 1 % 
belassen. Abschließend soll noch die Möglichkeit einer Reoxidation des Cysteins zu 
Disulfidbrücken im Verlauf der chromatographischen Trennung diskutiert werden. Ursache 
hierfür könnte das Fehlen von DTT im Elutionspuffer sein. Die durch den Probenpuffer 
reduzierte Probe trifft nach der Injektion in der Säule auf ein nicht-reduzierendes Milieu. 
Dadurch kann es unter Umständen zu einer erneuten Bildung von Disulfidbrücken kommen, 
die irrtümlich als eine nicht-reduzierbare Caseinquervernetzung interpretiert werden könnten. 
Daher wurde der GPC-Elutionspuffer unter Verwendung von 1 % DTT hergestellt, um bei der 
chromatographischen Trennung – analog zur Probe – reduzierende Bedingungen zu 
gewährleisten. Die Untersuchung der beiden reduzierten Caseine lieferte jedoch keinen 
Unterschied in der Trennung bei Verwendung des DTT-haltigen bzw.des DTT-freien 
Eluenten. Auf Grund dieser Ergebnisse kann auf den Zusatz des Reduktionsmittels DTT zum 
Elutionspuffer verzichtet werden, was bei den erforderlichen Mengen (10 g pro Liter Eluent) 
eine deutliche Kosteneinsparung bedeutet. 
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4.2.1.3 Kalibration des GPC-Systems 
Zur Ermittlung der Molmassenbereiche der einzelnen Caseinfraktionen ist zunächst eine 
Kalibration des verwendeten GPC-Systems nötig. Als Kalibriersubstanzen dienten zunächst 
globuläre Proteine mit unterschiedlichen Molmassen bzw. chemisch vernetztes Casein. Nach 
Abschluß der Isolation der Caseinfraktionen wurde die Kalibration ebenfalls mit diesen 
Substanzen überprüft. Da Caseine in Lösung eine von globulären Proteinen abweichende 
Struktur (sog. random coil) ausbilden, ist eine genaue Molekularmassenbestimmung mittels 
globulärer Proteinstandards nicht möglich. Payens et al. (1982) konnten zeigen, daß der für 
monomeres β-Casein bestimmte „Molekülradius“ mit 5,1 nm deutlich von dem globulärer 
Proteine gleicher Molmasse abweicht. Dies wird auch durch Abb. 4.2-1 verdeutlicht: Bei der 
Molmassenbestimmung von monomerem Casein bezogen auf die Kalibration mittels 
Rinderserumalbumin (BSA, Mr: 66000), β-Lactoglobulin (LG, Mr: 18300) und α-
Lactalbumin (LA, Mr: 14200) findet eine Überschätzung um ca. 20 % statt (Elutionszeit für 
monomeres β-Casein (tE = 25,82 min) liefert eingesetzt in Kalibration „globuläre Proteine“ 
eine Mr von ca. 28500). 
Deshalb kann hier zur exakten Kalibration nur Casein und seine Oligomeren selbst eingesetzt 
werden. Als Monomer diente käufliches β-Casein (Mr: 24000), das durch Reaktion mit 
Diethylpyrocarbonat zu Di-, Tri, und Tetra-/Polymer quervernetzt wurde (siehe 3.3.3.1). Die 
resultierende Kalibrationsgerade ist ebenfalls in Abb. 4.2-1 dargestellt. Für beide 
Kalibrationen wurde dieselbe analytische Gelpermeationssäule Superdex 200 HR 10/30 bei 
identischen chromatographischen Parametern verwendet und beide Meßreihen erfolgten 
unmittelbar nacheinander. Die Proben waren alle reduziert, mit Ausnahme einer zusätzlichen 
Probe β-Lactoglobulin bei der Kalibration „globuläre Proteine“. Da LG eine deutliche 
reduzierbare Dimerisierung zeigt, wurde dieses Dimer ebenfalls mit zur Kalibration 
verwendet. 
Für den Molmassenbereich von 100.000 Da bis 10.000 Da konnte in beiden Fällen gezeigt 
werden, daß ein linearer Zusammenhang zwischen der Elutionszeit tE und dem Logarithmus 
der Molmasse Mr besteht. Allen nachfolgenden GPC-Untersuchungen wurde die Kalibration 
„chemisch vernetztes Casein“ zu Grunde gelegt. 
Die Kalibration der präparativen GPC-Säule erfolgte ebenfalls mit beiden Verfahren und 
lieferte analoge Ergebnisse. 
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Abb. 4.2-1: Molmassenkalibration einer analytischen Superdex 200 – Säule mittels 
  globulären Proteinen ( lg Mr = -0,0663 tE + 6,164) 
  chemisch vernetztem β-Casein ( lg Mr = -0,0720 tE + 6,242) 
 Säulendimension 300 x 10 mm (iD); Fluß: 0,5 ml/min; Ausschlußvolumen: 
7,1 ml (entsprechend 14,2 min); UV-Detektion: λ=280 nm 
 
4.2.2 Bestimmung der Caseinoligomerisation 
Durch Integration der einzelnen Peakflächen in den GPC-Chromatogrammen kann man den 
Anteil der Caseinoligomerisation bzw. der individuellen Caseinoligomeren berechnen. Dabei 
geht man von der Annahme aus, daß die einzelnen Oligomerenfraktionen und das Monomer 
annähernd gleiche molare Extinktionskoeffizienten ε besitzen. Damit sind die entsprechenden 
Flächen untereinander vergleichbar und dem Anteil der Fraktion am Gesamtcasein direkt 
proportional. Diese Annahme ist auf Grund der verwendeten Detektion bei 280 nm 
gerechtfertigt, da bei dieser Wellenlänge vor allem die Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und 
Phenylalanin absorbieren (Donovan, 1970), die jedoch durch Quervernetzungsreaktionen 
kaum beeinflusst werden (vgl. Tabelle 4.2-1). Daher ist der Anteil an Chromophoren in den 
entsprechenden Fraktionen annähernd gleich. Die Richtigkeit dieser Annahme konnte im 
Zusammenhang mit der Casein-Fraktionierung von erhitzter Milch bewiesen werden (siehe 
4.3.3). 
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Tabelle 4.2-1: Parameter der für die UV-Detektion relevanten Aminosäuren 
Aminosäure λmax [nm] ε bei λmax [1/mol⋅cm] Gehalt im Casein [%] 
Phenylalanin 261 224 5,1 
Tryptophan 280 5011 1,5 
Tyrosin 270 1445 6,1 
 
Die Caseinoligomerisation berechnet sich nach folgender Formel: 
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Abb. 4.2-2: Berechnungsformel für die Oligomerisation 
 
In dieser Arbeit werden die quervernetzten Caseine in die in Tabelle 4.2-2 genannten 
Fraktionen eingeteilt. Unter der Bezeichnung „Polymer“ werden dabei alle Caseinoligomere 
zusammengefasst, die größer als ein Trimer sind (n > 3). Hintergrund für diese Summation ist 
die fehlende Trennleistung des GPC-Systems, um eine Auftrennung der höheren Oligomere 
zu ermöglichen. Die Tabelle zeigt neben dem Elutionszeit-Intervall (bezogen auf eine 
analytische Trennung an einer Superdex 200 HR10/30 mit einem Fluß von 0,5 ml/min) der 
jeweiligen Fraktion auch den aus der Kalibration nach 4.2.1.3 resultierenden 
Molmassenbereich. 
 
Tabelle 4.2-2: Einteilung der Caseinfraktionen nach den Elutionszeiten  
Fraktion 
Zahl der 
Monomerbausteine 
Elutionszeitintervall tE[min] Molmassenbereich Mr 
Polymer n > 3 13,5 – 17,9 186.200 – 89.800 
Trimer n = 3 17,9 – 21,1  89.800 – 52.800 
Dimer n = 2 21,1 – 23,8  52.800 – 33.800 
Monomer n = 1 23,8 – 28,0  33.800 – 16.800 
 
Die für das Polymer angegebene obere Grenze des Molmassenbereiches liegt deutlich 
außerhalb des Kalibrationsbereiches und wurde rechnerisch aus der Gleichung der 
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Regressionsgerade ermittelt. Daher besitzt dieser Wert nur informativen Charakter. Für 
weitere Betrachtungen werden den einzelnen Oligomeren folgende Molmassen zugeordnet, 
die sich als Vielfache der Molmasse des β-Caseins ergeben: Polymer Mr > 96.000, Trimer Mr: 
72.000, Dimer Mr: 48.000. Der Begriff Oligomer wird synonym für die drei Fraktionen 
Polymer, Trimer und Dimer verwendet. 
Ziel der Untersuchungen war es, das Ausmaß einer irreversiblen, d.h. nicht auf reduzierbaren 
Disulfidbrücken beruhenden Caseinquervernetzung in verschiedenen Milchprodukten zu 
bestimmen. Dazu wurde das aus der Probe isolierte Casein sowohl ohne als auch mit DTT-
Reduktion analysiert. Abb. 4.2-3 zeigt die Chromatogramme einer Kondensmilch ohne bzw. 
mit Reduktion. Man erkennt mehrere Veränderung im Chromatogramm durch die Reduktion: 
Die Fläche der Oligomeren nimmt ab, wobei eine Zunahme der Monomerfläche eintritt. 
Dabei ist die Abnahme im Polymer besonders deutlich. Anschließend an das Monomer tritt 
eine neue Fraktion auf, die als Nicht-Caseinstickstoff-Fraktion (NCN) bezeichnet wird. 
Ursache für diese Veränderungen sind die reduzierbaren Disulfidbrücken, deren Anteil mit 
der Wärmebelastung der Probe korreliert. Sie können zwischen Casein-Monomeren und 
zwischen Caseinen und Molkenproteinen ausgebildet werden (sog. Copräzipitate). Diese 
Copräzipitate werden vor allem aus κ-Casein und β-Lactoglobulin gebildet (McMahon, 1995; 
Wong et al., 1996), aber auch eine Beteiligung von α-Lactalbumin ist möglich. Durch die 
Reduktion werden diese Crosslinks gespalten, so daß überwiegend monomere Bestandteile 
vorliegen. Das Casein bewirkt eine Zunahme in der Monomerfraktion, die beiden 
Molkenproteine sind in der NCN-Fraktion wiederzufinden. Die Identifizierung von β-
Lactoglobulin und α-Lactalbumin erfolgte über die aus der Elutionszeit errechnete Molmasse. 
Weichert (2001) konnte mittels Derivativspektroskopie (Luf et al., 1987) nach 
semipräparativer Isolierung der NCN-Fraktion zeigen, daß diese eindeutig β-Lactoglobulin 
enthält. Bei der Derivativspektroskopie wird ein UV-Spektrum eines Proteinisolates 
aufgenommen und anschließend mathematisch bearbeitet (Bildung der 2.Ableitung). Dadurch 
können sonst nicht erkennbare Veränderungen im Krümmungsverhalten des UV-Spektrums 
sichtbar gemacht werden. Basierend auf den unterschiedlichen Anteilen an aromatischen 
Aminosäuren in Casein und β-Lactoglobulin kommt es im Graphen der 2.Ableitung des UV-
Spektrums zu Ausbildung von zwei Maxima und zwei Minima im Bereich von 280-295 nm. 
Dabei korrelieren die Höhendifferenzen zwischen den jeweiligen Maxima und Minima mit 
dem Gehalt an LG. Zur LG-Quantifizierung wurde zunächst eine Kalibration mittels 
verschiedener Casein-LG-Mischungen durchgeführt und nachfolgend die isolierte NCN-
Fraktion analysiert. Die im Retentionsbereich zwischen 40 und 50 min entstehenden neuen 
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Peaks (hier nicht dargestellt) sind eindeutig dem Reduktionsmittel DTT bzw. seinen 
oxidierten Produkten zuzuordnen. 
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Abb. 4.2-3: GPC-Chromatogramme eines Caseins aus Kondensmilch ohne und mit DTT-
Reduktion (1 %ig) mit eingezeichneten Fraktionsgrenzen; Säule: Superdex 200 
HR 10/30; Ausschlußvolumen: 7,1 ml; Fluß: 0,5 ml/min; UV-Detektion: 
λ=280 nm 
 
Das Ausmaß der irreversiblen Quervernetzung ist proportional der Wärmebelastung, die dem 
Produkt während der Herstellung zugefügt wurde. Der Oligomerisierungsgrad steigt mit der 
Erhitzungsintensität, was bei einem Vergleich von GPC-Chromatogrammen unterschiedlich 
erhitzter Milchprodukte zu erkennen ist (Abb. 4.2-4). 
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Abb. 4.2-4:  GPC-Chromatogramme von Caseinen aus unterschiedlichen Milchprodukten, 
Reduktion mit DTT; Säule: Superdex 200 HR 10/30; Ausschlußvolumen: 
7,1 ml; Fluß: 0,5 ml/min; UV-Detektion: λ=280 nm 
 
Aus den Ergebnissen der GPC-Untersuchungen konnte entsprechend Henle et al. (1996) die 
minimale Crosslinkaminosäure-Konzentration CLAAmin berechnet werden, die mindestens 
nötig ist, um eine gemessene Proteinquervernetzung zu erklären. Man geht dabei von 
folgender Überlegung aus: Für ein Caseindimer benötigt man mindestens eine 
Crosslinkaminosäure, damit eine Quervernetzung zustandekommen kann. Dies entspricht 
0,5 mol Crosslinkaminosäure bezogen auf 1 mol Monomer. Für ein Molekül Trimer werden 
mindestens zwei Crosslinkaminosäuren benötigt, entsprechend 0,67 mol Crosslinkaminosäure 
pro 1 mol Monomer. Um ein Tetramer beschreiben zu können, sind mindestens drei 
quervernetzende Aminosäuren erforderlich. Da jedoch für alle Oligomere, die größer als 
Trimer sind, keine chromatographische Trennung mehr möglich ist, ergibt sich für die 
Polymer-Fraktion ein näherungsweiser Faktor von 0,9 mol Crosslinkaminosäure pro 1 mol 
Monomer. Die Berechnung von CLAAmin wird durch folgende Formel (Abb. 4.2-5) 
beschrieben: 
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Abb. 4.2-5:  Berechnungsformel für CLAAmin (modifiziert nach Henle et al., 1996) 
 
Dabei stehen die Parameter in eckigen Klammern auf der rechten Seite für die relativen 
Flächenanteile der einzelnen Fraktionen an der Casein-Gesamtfläche im GPC-
Chromatogramm. Da diese dimensionslos sind, besitzt die Konzentration CLAAmin die 
Einheit mol/mol Caseinmonomer. Unter Berücksichtigung der relativen Molmasse des 
Monomers (Mr: 24.000) kann eine Umrechnung in µmol/100 g Caseinmonomer erfolgen. 
Nachdem den analysierten Milchprodukten eine für ihre Quervernetzung berechnete 
Mindestkonzentration an Crosslinkaminosäuren zugeordnet worden war, sollte in weiteren 
Untersuchungen diesem Wert der Gehalt an bereits bekannten und meßbaren Crosslinks 
gegenübergestellt werden. Hierbei richtete sich der Fokus vor allem auf Lysinoalanin (LAL) 
und Histidinoalanin (HAL), die bis heute als die bedeutensten quervernetzenden 
Aminosäurederivate anzusehen sind. Für die LAL/HAL-Analytik führt man zunächst eine 
Salzsäure-Hydrolyse mit den Caseinproben durch. Aus den eingeengten und in einem Puffer 
(pH 2,2) aufgenommenen Hydrolysaten werden am Aminosäureanalysator (ASA) mittels 
Kationenaustauschchromatographie (Natrium-System), anschließender Ninhydrin-Anfärbung 
und Detektion bei λ = 570 nm die Gehalte an LAL und HAL simultan bestimmt. Zur 
Quantifizierung dienten externe Standards – im Falle von LAL ein käufliches Präparat, bei 
HAL ein in der Arbeitsgruppe synthetisierter Standard (freundlicherweise von Dr. A.W. 
Walter zur Verfügung gestellt). Das am Institut etablierte Trennsystem mußte für die 
Bestimmung der beiden quervernetzenden Aminosäuren modifiziert werden. Ziel war es, 
LAL und HAL simultan, sensitiv und mit möglichst geringen Änderungen am bestehenden 
System zu quantifizieren. Besonders das sehr ähnliche Retentionsverhalten und die im 
Vergleich zu den proteinogenen Aminosäuren geringen Konzentrationen bereiteten hier 
Schwierigkeiten. Da für eine routinemäßige LAL/HAL-Analytik aufwendige Veränderungen 
am Trennsystem ungünstig sind (zeitraubende Equilibrierung bis zur Stabilität des Systems, 
etc.), wurde versucht, eine optimale LAL/HAL-Trennung nur durch Variation der 
Pufferreihenfolge und –menge und der Temperatur zu erzielen, ohne daß ein Wechsel von 
Puffern oder Säule erforderlich ist. LAL und HAL eluieren beide im basischen Bereich des 
Trennprogrammes, weshalb sich Modifikationen hierauf konzentrieren. Neben den beiden 
Crosslinks finden sich jedoch auch noch andere Aminosäuren (Lysin, Histidin) in diesem 
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Gebiet, die sich in ihrer Konzentration um eine Größenordnung von ca. 103 von LAL/HAL 
unterscheiden. Es war daher nötig, eine ausreichende Abtrennung der Minor- von den Major-
Komponenten zu erreichen, um den Fehler in der Quantifizierung möglichst gering zu halten. 
Außerdem existieren weitere, unbekannte Minorkomponenten in diesem Bereich, die die 
Optimierung erschweren. Durch die Veränderungen in der Abfolge der Eluenten und der 
Temperatur (siehe 3.3.5.3) gelang eine gleichzeitige Bestimmung von LAL und HAL. 
Abhängig von der Probenmatrix (v.a. Störpeaks im basischen Elutionsbereich) können 
Bestimmungen bis zu Gehalten an LAL bzw. HAL von 10 bis 20 µmol/100 g Protein 
(entsprechend  25 bis 50 mg/kg Protein) durchgeführt werden. Es ist jedoch anzumerken, daß 
durch die Modifikation eine Trennung aller proteinogenen Aminosäuren neben LAL und 
HAL nicht möglich ist. Da die Trennung im Basischen optimiert wurde, kommt es bei den 
sauren und neutralen Aminosäuren zum Teil zu Überlagerungen der Peaks. In Abb. 4.2-6 ist 
ein Ausschnitt aus einem Aminosäurechromatogramm einer LAL/HAL-optimierten Trennung 
zu sehen. 
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Abb. 4.2-6:  Aminosäurechromatogramm (Ausschnitt) eines Casein-Säurehydrolysates (6 N 
Salzsäure, 23 h, 110°C); Casein isoliert aus Sterilmilch (Acetatpuffer-
Verfahren); Säule: Kationenaustauscher 125 x 4,6 mm (iD); Trennprogramm 
nach 3.3.5.3; Ninhydrin-Derivatisierung, Detektion: λ= 570 nm 
 
86  4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
Die Bestimmung von Pentosidin mittels Aminosäureanalyse und gekoppelter direkter 
Fluoreszenzdetektion (λex = 335 nm/λem = 385 nm) nach Henle et al. (1997) erfolgte für 
einige Säurehydrolysate von stärker erhitzten Produkten. Da sich hier ähnlich geringe Gehalte 
wie in der Literatur ergaben, wurde auf diese zeitintensive Bestimmung verzichtet. 
Pentosidin, das in 500 bis 1000mal geringeren Gehalten als LAL und HAL in Lebensmitteln 
vorkommt, spielt damit aus quantitativer Sicht bei der Caseinquervernetzung keine Rolle (vgl. 
2.2.3). 
Um die Gehalte an LAL und HAL in verschiedenen Proben vergleichen zu können, wurde die 
Angabe in µmol auf 100 g Protein und nicht auf die Einwaage bezogen. Dazu war es nötig, 
den Proteingehalt der mittels Säurefällung isolierten Caseine zu bestimmen. In Tabelle 4.2-3 
sind die Ergebnisse zum irreversiblen Oligomerisationsgrad, zur berechneten minimalen 
Crosslinkaminosäure-Konzentration und zu den LAL/HAL-Gehalten der 60 untersuchten 
Proben dargestellt. 
 
Tabelle 4.2-3: Caseinquervernetzung und Crosslinkaminosäuren in Milchprodukten 
Produktgruppe n Irreversible 
Querver-
netzung [%] 
CLAAmin 
[µmol/100g 
Protein] 
LAL plus HAL 
[µmol/100g 
Protein] 
Differenz CLAAmin – 
(LAL+HAL) 
[µmol/100g Protein] 
Rohmilch 
pasteurisierte Milch 
UHT-Milch 
3 
6 
25 
< 2 
< 2 
6 - 10 
n.b. 
n.b. 
180 - 310 
n.n. 
n.n. 
170 - 245 
n.b. 
n.b. 
10 - 65 
Kondensmilch 
wärmebehandelt 
sterilisiert 
 
9 
8 
 
25 - 33 
36 - 52 
 
750 - 1000 
1100 - 1700 
 
290 - 630 
670 - 1140 
 
370 – 460 
430 - 560 
Säuglingsnahrung 
flüssig, sterilisiert 
 
2 
 
51 / 60 
 
1600 / 2000 
 
910 / 1190 
 
690 / 810 
Milchpulver 
sprühgetrocknet 
walzengetrocknet 
 
5 
2 
 
4 – 6 
13 / 15 
 
125 – 140 
390 / 450 
 
100 - 125 
165 / 210 
 
15 – 25 
225 - 240 
n: Probenanzahl; n.n.: nicht nachweisbar (LAL plus HAL: < 20 µmol/100 g Protein); n.b.: nicht berechenbar 
 
Mit steigender Erhitzung ist bei allen Proben eine Zunahme der irreversiblen Quervernetzung 
und der LAL- und HAL-Konzentrationen festzustellen. Für die relativ schwach 
wärmebehandelten Milchpulver (Sprühtrocknung) sowie UHT-Milchen kann die gemessene 
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Caseinoligomerisierung überwiegend durch die intermolekulare Bildung von LAL und HAL 
erklärt werden. Im Gegensatz hierzu müssen für die übrigen untersuchten Produktgruppen 
neben LAL und HAL weitere, bis jetzt unbekannte Crosslink-Aminosäuren maßgeblich an der 
Caseinquervernetzung beteiligt sein. Dies wird aus der deutlichen Differenz zwischen der 
berechneten, für das Quervernetzungsgeschehen mindestens nötigen Crosslink-Konzentration 
CLAAmin und den gemessenen Werten für LAL plus HAL ersichtlich. Rohmilch und 
pasteurisierte Milch, die keiner oder nur sehr milden Erhitzungsbedingungen ausgesetzt sind, 
zeigen eine sehr schwach ausgeprägte und daher nicht exakt quantifizierbare (unter 2 %), 
irreversible Quervernetzung (und damit auch keine berechenbare CLAAmin) und keine mit 
dem Aminosäureanalysator nachweisbaren Gehalte an LAL und HAL. Damit konnte gezeigt 
werden, daß es bei der technologisch üblichen Herstellung von Milchprodukten abhängig von 
der Wärmebelastung sowie dem Gehalt an Lactose in erheblichem Umfang zur irreversiblen 
Caseinquervernetzung und zur Bildung „zuckerabhängiger“ Crosslink-Aminosäuren kommt 
und damit entsprechende Reaktionsprodukte auch bei der Beurteilung handelsüblicher 
Milchprodukte von Bedeutung sein müssen. Auffällig ist dies insbesondere bei 
walzengetrockneten Milchpulvern sowie Sterilprodukten, für die durch die Bildung von LAL 
und HAL höchstens die Hälfte der gemessenen Caseinquervernetzung erklärt werden kann 
und sich rechnerisch Konzentrationen für die unbekannten, jedoch vorhandenen Crosslink-
Aminosäuren ergeben, die in mit LAL und HAL vergleichbaren Konzentrationsbereichen (ca. 
1000 µmol/100 g Protein) liegen. 
Eine Untersuchung einer größeren Anzahl an Milchprodukten auf das Ausmaß der 
irreversiblen Caseinquervernetzung, den Gehalt an den Crosslink-Aminosäuren LAL und 
HAL und die Berechnung der noch „fehlenden“ quervernetzenden Aminosäuren ist in 
vorliegenden Umfang in der Literatur nicht zu finden. Andrews et al. (1972) und Andrews 
(1975) untersuchten UHT-Milchen im Rahmen von Lagerversuchen auf das Ausmaß der 
irreversiblen Quervernetzung mittels GPC. Sie fanden irreversible Oligomerisationsgrade von 
5 % bzw. 14 %. Bei letzterem Wert wurde eine UHT-Milch durch Erhitzung aus Rohmilch 
selber hergestellt. Dabei wird für die verwendete Rohmilch bereits ein nicht-reduzierbarer 
Oligomerenanteil von 6 % angegeben. Dieses Ausmaß ist nicht mit den vorliegenden 
Ergebnissen von weniger als 2 % in Einklang zu bringen. Zin El-Din et al. (1991) nennen für 
UHT-Milch einen Anteil von 5 % irreversibler Quervernetzung. Zum Gehalt an LAL in 
Milchprodukten gibt es verschiedene Untersuchungen: Rohmilch und pasteurisierte Milch 
enthalten kein LAL, für UHT-Milchen werden Gehalte bis 60 ppm (25 µmol/100 g) 
angegeben (Fritsch et al., 1981). In pasteurisierter Milch fanden Erbersdobler et al. (1980) 
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Spuren (< 20 ppm; 9 µmol/100 g), jedoch lagen die Konzentrationen für Kondensmilch und 
Kaffeesahne bei Werten bis zu 500 ppm (entsprechend 210 µmol/100 g Protein). Für 
wärmebehandelte Kondensmilch gibt es weitere Angaben von 590-860 ppm (250-
370 µmol/100 g) (Sternberg et al., 1975), 200-550 ppm (85-235 µmol/100 g) (Struthers et al., 
1980) und 150-250 ppm (65-110 µmol/100 g) (Fritsch et al., 1981). Sterilmilch und 
sterilisierte Kondensmilch können bis zu 570 ppm (245 µmol/100 g) bzw. 1000 ppm 
(430 µmol/100 g) LAL aufweisen. Über die HAL-Konzentration in Milchprodukten ist in der 
Literatur sehr wenig zu finden. Henle et al. (1993) nennen HAL-Gehalte von 1490 ppm 
(610 µmol/100 g) für Sterilmilch (LAL: 950 ppm; 410 µmol/100 g), für wärmebehandelte 
Kondensmilch von 950-1800 ppm (390-740 µmol/100 g) (LAL: 410-660 ppm; 175-
280 µmol/100 g), für Milchpulver von „nicht nachweisbar“ (LAL: n.n.-150 ppm; n.n-
65 µmol/100 g). Beim Vergleich der Literaturwerte mit den in der Tabelle 4.2-3 genannten 
LAL/HAL-Gehalten ist zu beachten, daß hier die Summe beider Crosslink-Aminosäuren 
angegeben ist. 
4.3 Beitrag von LAL und HAL zur inter- oder intramolekularen 
Quervernetzung: Studien an individuellen Proteinfraktionen 
Bei der Berechnung der zur Erklärung der Quervernetzung noch „fehlenden“ Crosslink-
Aminosäuren (vgl. 4.2.2) wurde angenommen, daß Lysinoalanin (LAL) und Histidinoalanin 
(HAL) ausschließlich intermolekular gebildet werden und damit vollständig zur 
Proteinquervernetzung beitragen. Wie in Abschnitt 2.1.2 dargestellt, wurden von 
verschiedenen Arbeitsgruppen kontroverse Aussagen zur inter- bzw. intramolekularen 
Bildung von LAL und HAL getroffen, ohne daß bis heute abschließende Ergebnisse 
vorliegen. Zur Klärung dieser Fragestellung wurden die Oligomerenfraktionen mittels 
präparativer Gelpermeationschromatographie aus quervernetztem Casein isoliert und durch 
Aminosäureanalyse auf ihren Gehalt an LAL und HAL untersucht. 
4.3.1 Auswahl der Probenmatrix 
Walter (1995) ging bei seinen Untersuchungen zur Bildung von LAL und HAL von einem β-
Casein-Modellsystem aus, das er in einem der Milch nachgestellten Ionenmilieu 
(synthetisches Milchultrafiltrat SMUF nach Jenness et al., 1962) gelöst und für vier bzw. 
sechs Stunden bei 100°C erhitzt hatte. Hieraus resultierte ein Oligomerisationsgrad von 6,8 % 
bzw. 10 %, der fast ausschließlich auf eine Dimerisierung zurückzuführen war. Neben den 
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langen, aus technologischer Sicht unüblichen Erhitzungszeiten und dem ausschließlichen 
Einsatz einer einzigen Caseinfraktion spricht vor allem das Fehlen von Lactose gegen dieses 
Modellsystem. Lactose kann im Rahmen der Maillard-Reaktion unterschiedliche Reaktionen 
mit Aminosäureseitenketten eingehen, die auch für die Bildung von LAL und HAL von 
Bedeutung sind. Damit ist von einer Beeinflussung der Bildung dieser beiden 
Crosslinkaminosäuren durch konkurrierende Glycosylierungs- bzw. 
Quervernetzungsreaktionen der Lactose auszugehen. Außerdem ist der Oligomerisierungsgrad 
für die Dauer der Wärmebehandlung eher gering. Wir verwendeten deshalb ein Modellsystem 
bestehend aus Gesamtcasein, das aus einer Separatormilch isoliert wurde und einen 
Oligomerisierungsgrad  von unter 2 % aufwies, und Lactose in SMUF bei einem pH-Wert 
von 6,8. Dieses Milchmodell wurde so lange erhitzt, bis ein Quervernetzungsgrad erreicht 
worden war, der in etwa dem einer Sterilmilch entspricht. Zur Beurteilung des 
Oligomerisationsgrades wurden zu verschiedenen Zeiten Proben aus dem Erhitzungsansatz 
entnommen und mittels analytischer GPC analysiert. Als Ergebnis ist festzustellen, daß erst 
bei sehr langen Erhitzungszeiten (130 min) der gewünschte Oligomerisierungsgrad (ca. 40 %) 
erreicht wurde. Eine Trennung der einzelnen Fraktionen im GPC-Chromatogramm war kaum 
möglich, da Dimer, Trimer und Polymer in einer Art Plateau ineinander übergingen. Neben 
diesen beiden negativen Ergebnissen war aber besonders der Modellcharakter des gewählten 
Ansatzes der Hauptgrund dafür, daß mit dem System nicht weitergearbeitet wurde. 
Das Milch-Modellsystem gibt die in der Milch vorliegende prozentuale Zusammensetzung 
der Inhaltsstoffe gut wieder. Die räumliche Struktur der Caseine (Mizellbildung) kann jedoch 
durch das Lösen des isolierten Caseins in SMUF-Puffer nicht mehr erreicht werden. 
Wahrscheinlich liegt hier die Ursache für das von der Realität abweichende Verhalten bei der 
Erhitzung. Auch bleibt im Modell der eventuelle Einfluß der Molkenproteine 
unberücksichtigt, der sich jedoch im Lebensmittel Milch durchaus auf die LAL/HAL-Bildung 
auswirken kann. Um die Probleme der Übertragbarkeit vom Modellsystem auf das 
Lebensmittel zu umgehen, wurde als Probenmatrix eine Separatormilch (Fettgehalt 0,2 %, 
Quervernetzungsgrad unter 2 %) verwendet. Sie wurde bei verschiedenen Temperatur-Zeit-
Kombinationen erhitzt, das Casein isoliert und mittels analytischer GPC untersucht. Als 
optimale Kombination resultierte sowohl im Hinblick auf den Oligomerisationsgrad als auch 
auf die Trennung der einzelnen Fraktionen 110°C und 80min (Abb. 4.3-1). Das für die 
Fraktionierung benötigte Probenvolumen (100 ml) wurde in Schraubreagenzgläsern zu je 5 ml 
Inhalt erhitzt. Diese Aufteilung in eine größere Zahl an Probengefäßen war erforderlich, um 
durch eine geringe Schichtdicke des Produktes ein möglichst schnelles Erreichen der 
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Kerntemperatur zu gewährleisten. Dabei rechnet sich die angegebene Inkubationsdauer vom 
Einstellen der Probengefäße in das vorgeheizte Sandbad bis zur Herausnahme. Die für die 
gewünschte Oligomerisierung (entsprechend einer Sterilmilch) benötigte Erhitzungsdauer von 
80 min ist länger als die in der Milchindustrie verwendeten Heißhaltezeiten bei der 
Sterilisation im Autoklaven. In der Molkereitechnologie wird eine Sterilisation bei ca. 110°C 
bis 115°C und einer Heißhaltezeit von 20 bis 50 Minuten durchgeführt (Klostermeyer, 1991). 
Die Ursachen für die längere Erhitzungszeit im vorliegenden Fall könnten an einer 
schlechteren Wärmeübertragung bedingt durch die Versuchsanordnung liegen. Da die so 
quervernetzte Milch jedoch in der Oligomerisierung keine Abweichung zu industriell 
hergestellter Sterilmilch aufwies, wurde sie für die Fraktionierung verwendet, ohne daß auf 
die größere Erhitzungszeit näher eingegangen wurde. 
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Abb. 4.3-1:  GPC-Chromatogramme mit DTT-Reduktion: Ermittlung der optimalen 
Milcherhitzungsparameter für präparative Caseinfraktionierung; Säule: 
Superdex 200 HR 10/30; Fluß: 0,5 ml/min; UV-Detektion:λ=280 nm 
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4.3.2 Fraktionierung mittels präparativer Gelpermeationschromatographie 
Auf Grund des geringen Fettgehaltes der eingesetzten Magermilch (0,2 %) wurde die erhitzte 
Probe direkt mit präparativem Probenpuffer verdünnt und zur GPC eingesetzt. Der Vorteil 
dieses Verfahrens liegt in der einfachen und zeitsparenden Probenaufarbeitung, da die 
Isolierung des Caseins aus der erhitzten Milch entfällt. Der Verzicht auf die Caseinisolierung 
hat jedoch zur Folge, daß neben Fett - wenn auch in geringen Mengen - und Lactose auch die 
Molkenproteine neben den Caseinen vorliegen. Vor allem Fett kann durch eine Anlagerung 
an das Säulenmaterial zu einer Verschlechterung der chromatographischen Trennung bzw. zu 
einem Anstieg des Rückdruckes durch die Säule führen. Dies war bei den durchgeführten ca. 
100 präparativen Trennungen nicht zu beobachten. Wegen der im Vergleich zur analytischen 
Säule verbesserten Trennleistung, bereiteten auch die Molkenproteine keine Schwierigkeiten 
und konnten als eigene Fraktionen vom Caseinmonomer separiert werden. Als Hauptvorteil 
der direkten Probenverdünnung ist jedoch die Tatsache zu nennen, daß die quervernetzten 
Caseine nach der sonst anfallenden Isolierung und Gefriertrocknung nicht wieder für die 
GPC-Trennung in Probenpuffer gelöst werden müssen. Vor allem bei stärker oligomerisierten 
Proben kann das Lösen der isolierten Caseine Schwierigkeiten bereiten, weil zum Teil eine 
vollständige Lösung nicht mehr erreicht wird. Da bei der Fraktion im Sinne einer 
Zeitoptimierung möglichst konzentrierte Proteinlösungen (hier: 1 % (m/v)) verwendet 
werden, hätte dies eine zusätzliche Erschwernis beim Herstellen der Probelösung aus 
isoliertem Casein bedeutet. Durch die direkte Verdünnung der erhitzten Milch mit 
präparativem Probenpuffer können diese Probleme umgangen werden. Es ist jedoch 
erforderlich, die Molaritäten des Puffers so zu verändern, daß in der zu messenden 
Probelösung eine dem Eluenten entsprechende Zusammensetzung (6 M Harnstoff, 0,1 M 
Phosphat, 0,1 M Natriumchlorid) vorliegt. 
Die Fraktionierung der Caseinoligomere erfolgte an einer präparativen Superdex–Säule 
(Superdex 200 HR 26/60 prep grade), die in der Art des Säulenmateriales identisch mit der 
bereits verwendeten analytischen Variante ist. Um eine vergleichbare Trennung auch im 
präparativen Maßstab zu erhalten, waren einige Parameter bei der Umstellung vom 
analytischen auf den präparativen Maßstab zu verändern: Der lineare Fluß mußte in beiden 
Fällen gleich sein, so daß der volumetrische Fluß von 0,50 ml/min (analytisch) auf 
3,38 ml/min (präparativ) zu erhöhen war. Dabei ist die lineare Flußrate gemessen in cm/h 
gleich dem Quotienten aus der volumetrischen Flußrate (in ml/min) mal 60 und der 
Querschnittsfläche der Säule (in cm2) (Pharmacia, 1998). Die erhöhte Flußrate verursachte 
weder an der HPLC-Anlage mit analytischen 10 ml-Pumpenkopf noch bezüglich des 
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maximalen Säulendruckes Probleme. Das vom Hersteller angegebene Drucklimit von 3 bar 
wurde bei den Trennungen unter den gegebenen Bedingungen nicht überschritten (Druck bei 
ca. 2 bar). Zur Herstellung der Probenlösungen wurde ein Volumenteil erhitzte Milch mit 2 
Volumenteilen präparativem Probenpuffer versetzt. Die Reduktion erfolgt wiederum mit 
DTT, wobei jetzt ein Gehalt von 5 % in der Probelösung erreicht werden sollte. Diese 
Erhöhung begründet sich in der veränderten Probenmatrix. Da mit einem „Gesamtsystem 
Milch“ gearbeitet wird, können im Gegensatz zu den isolierten Caseinen noch weitere 
Inhaltsstoffe vorliegen, die Reduktionsmittel verbrauchen (z.B. Molkenproteine mit einem 
hohen Gehalt an Cystein bzw. oxidiertem Cystin). Im Unterschied zur analytischen GPC 
konnte auf den Zusatz des zwitterionischen Detergenz CHAPS zum Elutionsmittel verzichtet 
werden, da durch die direkte Verdünnung der Milch mit Probenpuffer die Caseine im 
Gegensatz zu den getrockneten Caseinen bereits gelöst vorliegen. Walter (1995) zeigte, daß 
bei der Säurehydrolyse von Caseinen, die in CHAPS-haltigen Lösungen vorlagen, Störpeaks 
im Aminosäurechromatogramm auftraten. Für die LAL/HAL-Quantifizierung in den zu 
isolierenden Caseinfraktionen ist dies ungünstig. Untersuchungen, bei denen die erhitzte 
Milch mit und ohne CHAPS-Zusatz aufgearbeitet wurden, zeigten keine Unterschiede in der 
chromatographischen Trennung, weshalb Elutions- und Probenpuffer für die präparative GPC 
ohne Zusatz hergestellt wurden. Durch die im Vergleich zur analytischen Säule doppelte 
Säulenlänge sind die Elutionszeiten der einzelnen Fraktionen bei der präparativen Säule um 
den Faktor 2 erhöht. Die vergrößerte Trennstrecke ist auch ein Grund für die bessere 
Trennleistung der Säule, die sich sowohl in der Abtrennung Megamer/Polymer als auch 
Monomer/β-Lactoglobulin bemerkbar macht. Im Lauf der Fraktionierung kam es nur zu sehr 
geringfügigen Veränderungen im Elutionsprofil der Probe, was sich günstig auf die Reinheit 
des Isolate auswirkte (Abb. 4.3-2).  
Die Fraktionierung wurde weitestgehend automatisiert: Durch die Verwendung einer 
speziellen 50 ml-Probenschleife, die ein Injektionsvolumen im Milliliter-Bereich erlaubt, 
konnten bei einem Einspritzvolumen von 5 ml Probenserien mit 10 präparativen Läufen in 20 
Stunden gemessen werden, ohne daß ein manueller Eingriff erforderlich war. Zur 
Fraktionierung wurde die Änderung der Steigung im Chromatogramm rechnergestützt 
überwacht und beim Erreichen der vorgegebenen Werte das motorbetriebene Ventil 
automatisch auf den entsprechenden Ausgang geschaltet. 
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Abb. 4.3-2:  GPC-Chromatogramm einer präparativen Fraktionierung; Probe: Magermilch, 
erhitzt bei 110°C/80 min, DTT-Reduktion (5%ig); Säule: Superdex HR 26/60 
prep grade, 600 x 26 mm (iD); Fluß: 3,38 ml/min; UV-Detektion: λ=280 nm; 
Bezeichnung der Fraktionen siehe Text 
 
Die Fraktionen sind mit den Ausgängen des Ventils bezeichnet; F1 fehlt, da es sich hier um 
den Ausgang zum Abfallbehälter handelte. Den Bezeichnungen sind folgende Fraktionen 
zugeordnet: 
- F2: „Megamer“ 
- F3: Polymer 
- F4: Trimer 
- F5: Dimer 
- F6 : Monomer 
- F7 : NCN 1 
- F8 : NCN 2 
Die Fraktionen F3 bis F6 entsprechen den Caseinfraktionen analog zur analytischen GPC 
(vgl. Abb. 4.2-3). Die Fraktion F2, hier als „Megamer“ bezeichnet, stellt eine durch die 
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bessere Trennleistung der präparativen im Vergleich zur analytischen Säule angetrennte 
Schulter des Polymer-Peaks dar. Es dürfte sich um sehr hochmolekulare Verbindungen 
handeln, die mit dem Ausschlußvolumen der Säule eluieren. Sie wurden wegen des 
abweichenden Elutionsverhaltens zunächst separat vom Polymer isoliert. Die Molkenproteine, 
die bei der Fraktionierung der erhitzten Milch aufgrund der fehlenden Caseinisolierung in 
größerer Menge als bei der analytischen GPC vorhanden sind, wurden in zwei Fraktionen 
eingeteilt, die hier als NCN 1 (F7) und NCN 2 (F8) bezeichnet sind. NCN steht für Nicht-
Casein-Stickstoff, da diese Fraktionen neben Molkenproteinen auch Abbauprodukte des 
Caseins enthalten können. Der Elutionszeit entsprechend ist β-Lactoglobulin in NCN 1 und 
α-Lactalbumin in NCN 2 enthalten. 
Die nach der Fraktionierung in Elutionspuffer gelösten Proteine mussten vor der 
Gefriertrocknung zur Entfernung der enthaltenen Salze und des Harnstoffs dialysiert werden. 
Die Dialyse der Lösungen dauerte insgesamt 48 Stunden. Es wurde auf die Einhaltung einer 
10°C nicht übersteigenden Temperatur geachtet, um die Gefahr eines mikrobiellen 
Wachstums in den Caseinlösungen zu minimieren. Die proteolytisch wirkenden 
Stoffwechselenzyme der Mikroorganismen hätten einen unerwünschten Abbau der Caseine 
zur Folge. Durch Gefriertrocknung der Retentate wurden die Caseinoligomere, das Monomer 
und die Molkenproteine als watteähnliche Substanz erhalten. 
Zur Überprüfung der Reinheit wurden Monomer, Dimer, Trimer und Polymer mittels 
analytischer GPC untersucht. Bei der Überlagerung der einzelnen Chromatogramme erkennt 
man Überschneidungen der jeweiligen Oligomerenpeaks. Demzufolge wurden bei der 
Fraktionierung stets gewisse Mengen des benachbarten Peaks mitisoliert. Da für die 
Ermittlung der Gehalte an HAL und LAL in den einzelnen Fraktionen von möglichst reinen 
Substanzen ausgegangen werden sollte, wurde für das Caseinpolymer, -trimer und -dimer eine 
Rechromatographie mit erneuter Fraktionierung durchgeführt (Abb. 4.3-3). Diese fand unter 
gleichen Bedingungen wie die analytische GPC statt. Bei der anschließenden Überprüfung der 
gereinigten Isolate auf der analytischen Säule konnten Verunreinigungen durch andere 
Proteinfraktionen zu maximal 2 % detektiert werden. Die Fraktionen waren demnach 
chromatographisch rein. Bei der analytischen GPC des Monomers war nur eine sehr geringe 
Verunreinigung durch Dimer und NCN 1 festzustellen, so daß auf eine Rechromatographie 
verzichtet werden konnte. Das als Polymer bezeichnete Casein stellt eine Sammelfraktion 
aller Oligomere größer als Trimer dar. Es konnte bei der Rechromatographie des Polymers 
keine Verbesserung der Auftrennung erreicht werden, da aufgrund der Nähe zum 
Ausschlußvolumen die Trennleistung der GPC-Säule dazu nicht ausreichte. Vermutlich 
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wegen der schlechten Löslichkeit des Polymers kam es zu einem deutlichen Probenverlust. 
Eine weitere Optimierung der Rechromatographie durch den Einsatz anderer Säulen 
(Superdex 75 und Peptide) mit abweichenden Trennbereichen erzielte keine Verbesserungen. 
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Abb. 4.3-3: GPC-Chromatogramme (überlagert): Isolierte Caseinfraktionen, Trimer und 
Dimer nach Rechromatographie, Monomer ohne Rechromatographie; 
reduzierende Bedingungen; Säule: Superdex 200 HR 10/30; Fluß: 0,5 ml/min; 
Detektion: λ=280 nm 
4.3.3 Bilanzierung der Ergebnisse und LAL/HAL-Quantifizierung 
Aus 100 ml erhitzter Milch wurden die einzelnen Fraktionen isoliert. Nach der 
Gefriertrocknung ergab sich die in Tabelle 4.3-1 dargestellte Massenverteilung der 
getrockneten Caseinfraktionen. Die Fraktion F2 (Megamer) wurde wegen der geringen 
Auswaage von 29 mg im Folgenden nicht weiter berücksichtigt. Die Bilanz wurde basierend 
auf den Ergebnissen nach der präparativen Fraktionierung erstellt und nicht nach der 
Rechromatographie. Grund hierfür waren mögliche, unterschiedlich ausgeprägte Verluste 
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beim Lösen der isolierten Caseinfraktionen und damit verbunden eine Verschiebung der 
Massenverhältnisse nach der Rechromatographie. 
 
Tabelle 4.3-1: Vergleich zwischen theoretischer und praktischer Ausbeute 
Isolierter Peak Auswaage 
[mg] 
Praktischer 
Anteil [%] 1 
Theoretischer 
Anteil [%] 2 
Relative 
Differenz [%] 3 
Polymer 490 18,4 19,0 -3,2 
Trimer 350 13,2 12,4 6,5 
Dimer 480 18,0 16,7 7,8 
Monomer 1340 50,4 51,9 -2,9 
1 Praktischer Anteil:   Massenanteil des isolierten Peaks an der Gesamtmasse 
2 Theoretischer Anteil:  Flächenanteil der Fraktion an der Gesamt-Caseinfläche (GPC) 
3 Relative Differenz:   (Praktischer Anteil – Theoretischer Anteil)⋅100 /  
Theoretischer Anteil 
 
Die nach Trocknung erhaltenen Caseinfraktionen F3 bis F6 ergeben eine Gesamtmenge von 
2660 mg, was bei einer Ausgangsmenge von 100 ml Milch 2,66 % (m/v) entspricht. Der 
Gehalt an Casein in Milch wird durchschnittlich mit etwa 2,6 % angegeben (Wong et al., 
1996). Wenn man den Wassergehalt von ca. 3 %, den die isolierten Caseine trotz Trocknung 
noch besitzen, abzieht, kommt man zu einer sehr guten Übereinstimmung zwischen 
theoretischem und gefundenem Wert. Der Vergleich der Auswaagen der einzelnen Fraktionen 
mit ihrem nach dem chromatographischen Bild zu erwartenden theoretischen Anteil, variiert 
jedoch stärker. Die relative Differenz zwischen praktischem und theoretischen Anteil (Tabelle 
4.3-1) liefert Abweichungen bis zu 7,8 %. 
Für diese Abweichungen sind verschiedene Ursachen anzuführen: Zum einen können bei der 
Isolierung Verluste bei einzelnen Fraktionen entstehen. Dies ist besonders beim Befüllen und 
Entleeren der Dialyseschläuche und durch ein nicht vollständiges Entfernen des Trockengutes 
aus den Glasgefäßen nach der Gefriertrocknung möglich. Der möglicherweise 
unterschiedliche Wassergehalt der Caseinoligomere, der jedoch mangels ausreichendem 
Probenmaterial nicht bestimmt werden konnte, ist ein weiterer Grund für die Abweichungen 
von praktischer zu theoretischer Ausbeute. Zum anderen ist eine wesentliche Ursache in der 
chromatographischen Trennung zu sehen. Da bei der GPC keine Basislinie-Trennung erzielt 
werden kann, wird durch die Fraktionierung immer ein gewisser Anteil des benachbarten 
Peaks miterfaßt, was zu einer Über- oder Unterschätzung führt. Die „Rohfraktionen“ wurden 
zur Erzielung einer ausreichenden Reinheit daher nochmals rechromatographiert, ohne daß 
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dies für die vorliegende Bilanz berücksichtigt werden konnte. Insgesamt läßt sich aus den 
Ergebnissen der Bilanzierung ableiten, daß sich die praktischen und theoretischen Ausbeuten 
der einzelnen Fraktionen so weit gleichen, daß von annähernd gleichen molaren 
Extinktionskoeffizienten für die unterschiedlichen Caseinoligomeren ausgegangen werden 
kann. Damit ist die Ableitung des Vernetzungsgrades einer Caseinprobe aus dem bei 280 nm 
detektierten GPC-Chromatogramm zulässig und richtig. Die Annahme, daß durch die 
Oligomerisation Aminosäuren, die bei 280 nm absorbieren, nicht beeinflußt werden, ist damit 
zutreffend. 
Die Auswaage der beiden NCN-Fraktionen lieferten 230 mg (NCN 1) bzw. 140 mg (NCN 2) 
Isolat. Unter der Prämisse, daß NCN 1 nur β-Lactoglobulin und NCN 2 ausschließlich α-
Lactalbumin enthält, errechnet sich – bezogen auf die Gesamtcaseinauswaage von 2660  mg – 
ein theoretischer Gehalt an β-Lactoglobulin von 300 mg und an α-Lactalbumin von 130 mg. 
Dabei geht man davon aus, daß Casein- und Molkenproteinfraktion in der Milch im 
Verhältnis 80 zu 20 vorliegen und 45 % bzw. 20 % der Molkenproteinfraktion β-
Lactoglobulin bzw. α-Lactalbumin darstellen (Belitz et al., 1992). Eine Berechnung anhand 
der prozentualen Verteilung im GPC-Chromatogramm führt zu einer Überschätzung der 
Gehalte (ca. 400 mg für NCN 1 bzw. ca. 200 mg für NCN 2). Ursache hierfür sind die im 
Vergleich zum Casein höheren molaren Extinktionskoeffizienten, die eine größere Peakfläche 
bei gleicher Stoffmenge bewirken. Der cut-off der Dialysemembranen liegt bei 12–16 kDa. 
Da α-Lactalbumin eine Molmasse von etwa 14.200 Da besitzt, kann man davon ausgehen, daß 
ein Teil bei der Dialyse verlorengegangen ist. Trotzdem stimmen die erhaltene Menge für 
NCN 2 (140 mg) und die berechnete α-Lactalbumin-Auswaage (130 mg) gut überein. Weil 
davon auszugehen ist, daß NCN 2 nicht exklusiv α-Lactalbumin, sondern auch weitere 
Bestandteile wie γ-Caseine oder weitere Abbauprodukte mit ähnlicher Molmasse enthält, muß 
trotz einer guten Übereinstimmung der Werte von Dialyseverlusten ausgegangen werden. Die 
Molmasse von β-Lactoglobulin (18.300 Da) liegt zwar über dem angegebenen cut-off. Es 
kann aber trotzdem zu Dialyseverlusten kommen, da die Herstellerangaben nur einen 
Richtwert darstellen und strukturelle Unterschiede der Proteine nicht berücksichtigt sind. So 
können globuläre Proteine mit einer Molmasse über 16.000 Da unter Umständen teilweise 
durch die semipermeable Membran diffundieren. 
Um anhand der Verteilung von LAL und HAL in den einzelnen Caseinfraktionen die 
bevorzugte Bildung dieser Crosslinkaminosäuren ermitteln zu können, wurden die 
Caseinfraktionen F3 bis F6 (Polymer bis Monomer) auf ihren Gehalt an HAL und LAL 
untersucht. Dazu wurde das für die LAL/HAL-Trennung optimierte Aminosäureanalyse-
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Programm verwendet (vgl. 3.3.5.3). Als Proben dienten die rechromatographierte Polymer-, 
Trimer- und Dimer-Fraktion und das isolierte Monomer. Mit jeder Fraktion wurde eine 
Dreifachbestimmung durchgeführt. Die geringen Einwaagen für die Säurehydrolyse können 
zum einen auf Grund von Wägefehlern, zum anderen aber auch wegen einer gewissen 
Inhomogenität der Probe (unterschiedliche Verteilung des Restwassergehaltes) zu einer 
starken Streuung der Ergebnisse führen. Zusätzlich kann es beim Injizieren der Probe am 
ASA zu Verlusten kommen. Deshalb wurde über den Gehalt an Tyrosin die pro Einwaage 
bzw. Einspritzung enthaltene Menge an Casein berechnet. Tyrosin ist von den anderen 
Aminosäuren und von HAL und LAL im ASA-Chromatogramm gut abgetrennt und liegt nach 
Säurehydrolyse unverändert vor. Basierend auf dem Literaturwert von 6,1 % Tyrosin/100 g 
Casein (Belitz et al., 1992) wurde Tyrosin als eine Art interner Standard benutzt und bei der 
Berechnung der HAL- und LAL-Gehalte zur Ermittlung der Caseinkonzentration zugrunde 
gelegt. 
 
Tabelle 4.3-2: Gehalte an HAL und LAL in den mittels GPC isolierten Caseinfraktionen 
 HAL [µmol/ 
100 g Casein] 
LAL [µmol/ 
100 g Casein] 
Summe HAL + LAL 
[µmol/100 g Casein] 
mol Crosslink / 
mol Caseinmonomer1 
Polymer 870 ± 200 1170 ± 320 2040 ± 320 0,49 ± 0,08 
Trimer 930 ± 180 1230 ± 160 2150 ± 300 0,52 ± 0,07 
Dimer 680 ± 50 890 ± 140 1570 ± 180 0,38 ± 0,04 
Monomer 460 ± 90 360 ± 40 830 ± 60 0,20 ± 0,01 
 1 zu Grunde gelegte Molmasse des Caseinmonomers: 24.000 Da 
 
Tabelle 4.3-2 informiert über die durchschnittlichen Gehalte an HAL und LAL in den 
einzelnen Caseinfraktionen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte der 
Dreifachbestimmungen mit dem entsprechenden Vertrauensintervall. Anhand der 
prozentualen Verteilung der Caseinfraktionen nach Auswaage (Tabelle 4.3-1) errechnet sich 
die totale Konzentration an HAL und LAL im Gesamtcasein einer Probe nach folgender 
Beziehung: 
( )[ ] [ ]{ }
Gesamtkonzentration an HAL und LAL [ mol / 100 g] =
Oligomer
Monomer
µ
µHAL LAL mol g praktischerAnteil+ ⋅∑ / %100  
Man erhält als Ergebnis 1370 µmol/100 g Casein. Dieser Wert liegt in der Größenordnung des 
Gehaltes dieser Crosslinks in sterilen Milchprodukten (vgl. Tabelle 4.2-3). 
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Abb. 4.3-4: Modell zur Verteilung von intra- und intermolekular gebildetem LAL und 
HAL in verschiedenen Caseinfraktionen (Erläuterungen siehe Text) 
 
Zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Fraktionen wurde die analytisch ermittelte 
Summe von HAL und LAL in µmol/100 g Casein in die Einheit 
„mol Crosslink/mol Caseinmonomer“ umgerechnet. Dabei wurde für das Monomer die 
Molmasse 24.000 Da zu Grunde gelegt. Aus diesen Ergebnissen lassen sich Aussagen zum 
Ausmaß der intra- bzw. intermolekularen Bildung von LAL und HAL ableiten, die zur 
Veranschaulichung an einem Modell dargestellt werden sollen (Abb. 4.3-4). 
Die zehn senkrechten Balken in jeder Zeile symbolisieren für jede Fraktion zehn einzelne 
Caseinmoleküle. Diese Anzahl wurde zur besseren Übersichtlichkeit für das Modell gewählt, 
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sie ist jedoch willkürlich. Für das hier gewählte Beispiel entsprechen die dargestellten zehn 
Balken damit einem Mol Caseinmonomer. Im Dimer, in dem zwei Proteinstränge zu einem 
Molekül verknüpft sind, entsprechen sie 0,5 Mol Dimer. Im Trimer bedeuten die zehn Balken 
demzufolge 0,33 Mol Trimer. 
Laut Tabelle 4.3-2 enthält ein Mol Monomer 0,2 Mol Crosslinks, die auf LAL und HAL 
basieren. Dies entspricht zwei Crosslinkaminosäuren in zehn Proteinsträngen. Diese 
Crosslinks müssen intramolekular gebildet sein, da im Monomer keine Vernetzung vorhanden 
ist. Diese intramolekularen Crosslinks werden im Modell durch schwarze Winkel dargestellt. 
Unter der Annahme, daß im Dimer und Trimer LAL und HAL unter gleichen Bedingungen 
gebildet werden, muß der Gehalt von 0,2 Mol intramolekularen Crosslinks pro Mol Monomer 
in diesen Fraktionen ebenfalls vorhanden sein. Daher ist dieser Wert von den Ergebnissen für 
Dimer und Trimer abzuziehen.1  
Im Dimer sind gemäß Tabelle 4.3-2 0,38 Mol Crosslink pro Mol Monomer enthalten. Dies 
entspricht 0,38 Mol Crosslink pro 0,5 Mol Dimer. Die hier abgebildeten zehn Proteinstränge 
entsprechen 0,5 Mol Dimer. Es muss also mindestens eine Quervernetzung zwischen zwei 
Strängen vorhanden sein, damit ein Dimer gebildet werden kann. Wenn man den 
intramolekularen Anteil abzieht, bleiben 0,18 Mol (also rund 0,2 Mol) Crosslink pro 0,5 Mol 
Dimer übrig, was zwei intermolekularen, auf LAL und HAL zurückführbaren Crosslinks (hier 
schwarz dargestellt) entspricht. Die anderen drei Crosslinks (grau dargestellt), die noch für die 
Dimerbildung benötigt werden, können folglich nicht durch HAL und LAL erklärt werden. 
Für die Dimer-Fraktion lässt sich also die Aussage treffen, daß ca. 40 % der zur 
Quervernetzung mindestens benötigten Crosslinks mittels HAL und LAL erklärt werden 
können. 
Ein Trimer besteht aus drei miteinander verknüpften Caseinmolekülen. Die hier dargestellten 
zehn Stränge entsprechen nach obiger Definition 0,33 Mol Trimer. Zur Erklärung der 
Quervernetzung im Trimer sind mindestens zwei Crosslinks für drei Proteinstränge 
notwendig. Im Modell ist am letzten Balken (rechts) demzufolge nur eine halbe Verknüpfung 
symbolisch dargestellt, da die andere Hälfte vom zugehörigen Proteinstrang geliefert wird, 
                                                 
1 Man könnte anmerken, daß die Möglichkeit einer verstärkten intramolekularen Bildung von HAL und LAL im 
Di-, Tri- und Polymer größer ist als im Monomer. Dieser Sachverhalt würde die Berechnung mit dem 
intramolekularen Anteil, der im Monomer gefunden und dann von den anderen Fraktionen abgezogen wurde, 
nicht erlauben. Diese Überlegung kann widerlegt werden, da die Wahrscheinlichkeit einer Bildung 
intramolekularer Crosslinks im Dimer, Trimer und Polymer nicht höher ist als im Monomer, da diese lediglich 
verknüpfte, jedoch strukturell identische Monomerstränge darstellen. 
4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION  101 
der wegen des Modellcharakters hier nicht mehr dargestellt ist. In 0,33 Mol Trimer sind 0,52 
Mol LAL/HAL-Crosslinkaminosäuren enthalten (Tabelle 4.3-2). Dies entspricht nach Abzug 
des intramolekularen Anteils einem Betrag von 0,32 Mol (gerundet 0,3 Mol) 
intermolekularem Crosslink pro 0,33 Mol Trimer. In der Symboldarstellung entspricht dies 
drei Bindungen (schwarz). Die restlichen, nicht durch HAL und LAL erklärbaren 
Quervernetzungen (formal 3,5) sind grau dargestellt. Für das Trimer lässt sich demnach die 
Aussage treffen, daß ca. 45 % der zur Quervernetzung mindestens benötigten Crosslinks 
mittels HAL und LAL erklärbar sind. 
Da die oligomeren Caseine größer als Trimer chromatographisch mittels 
Gelpermeationschromatographie nicht aufzutrennen waren und als Sammelfraktion behandelt 
werden mussten, können hier keine weiteren Aussagen im Sinne des Modells gemacht 
werden. Es ist jedoch die Tendenz zu erkennen, daß der Gehalt an HAL und LAL im 
Vergleich zum Trimer nicht weiter ansteigt, im Gegenteil sogar geringfügig reduziert ist. 
Diese Beobachtung korreliert mit einem starken Anstieg der Fluoreszenz in dieser Fraktion, 
der im Vergleich zu den anderen Caseinfraktionen überproportional groß ist (vgl. 4.4.1) Mit 
zunehmender Quervernetzung scheint der Anteil von Crosslinkaminosäuren auf 
Dehydroalaninbasis immer weiter in den Hintergrund zu rücken. Andere Crosslinks, die z.B. 
im Rahmen der Maillard-Reaktion gebildet werden, treten dann bei der Quervernetzung in 
den Vordergrund. 
Aus diesen Modellüberlegungen lassen sich für das aus der erhitzten Milch isolierte Casein 
zusammenfassend folgenden Schlußfolgerungen ableiten: 
LAL und HAL können in der Monomer-Fraktion nachgewiesen werden. Da das Monomer 
nicht quervernetzt ist, muß es sich um intramolekulare Crosslinks handeln, die nur innerhalb 
des Proteinmoleküls ausgebildet werden. Eine intramolekulare Bildung ist daher 
nachgewiesen. 
Die Summe aus HAL und LAL ist in Dimer, Trimer und Polymer wesentlich höher als im 
Monomer. Ausgehend von der Annahme, daß das Ausmaß der intramolekularen Reaktion im 
Monomer und in den Oligomeren gleich ist, bedeutet dies eine neben der intramolekularen 
zusätzlich vorliegende, intermolekulare Quervernetzung. Für die untersuchte Probe ergibt sich 
bezogen auf das gesamte Casein ein Anteil an intramolekular gebildetem LAL und HAL von 
ca. 60 % und von ca. 40 % intermolekularem LAL und HAL. Dies bedeutet für die 
Berechnung der durch unbekannte Crosslinks und nicht durch HAL und LAL verursachten 
Quervernetzung (vgl. Tabelle 4.2-3), daß die Differenz zwischen der aus den GPC-
Messungen errechneten minimalen Crosslinkaminosäurekonzentration CLAAmin und den 
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gemessenen LAL- und HAL-Gehalten noch wesentlich größer ist, da HAL und LAL nicht, 
wie bisher angenommen, in vollem Umfang intermolekular gebildet werden und damit zur 
Quervernetzung beitragen, sondern in nicht unerheblichem Umfang intramolekular entstehen. 
Eine pauschale Korrektur der Berechnung für die in Tabelle 4.2-3 dargestellten Produkte ist 
jedoch nicht möglich, weil das ermittelte Verhältnis intra- zu intermolekular von 60 zu 40 
zunächst nur für die untersuchte Milch gilt. Die Übertragung dieser Ergebnisse auf Produkte 
mit geringerer Wärmebelastung oder abweichenden Kohlenhydratkonzentrationen ist nicht 
direkt möglich. Vor allem durch die Maillard-Reaktion kann es zu mit der LAL/HAL-Bildung 
konkurrierenden Reaktionen kommen, in denen z.B. Lysin-Seitenketten mit Zuckern 
reagieren. Da bei der intramolekularen Bildung von LAL und HAL von einer für die Reaktion 
entscheidenden räumlichen Anordnung von Dehydroalanin zu Lysin bzw. Histidin 
ausgegangen wird, kann eine Blockierung des Lysins durch die Maillard–Reaktion diese 
intramolekulare Quervernetzungsreaktion unterbinden. Dadurch kommt es dann zu einer 
Verschiebung des Bildungsverhältnisses von LAL und HAL. 
Es konnte exemplarisch an einer intensiv erhitzten Milchprobe (vergleichbar mit Sterilmilch) 
gezeigt werden, daß die Bildung von LAL und HAL sowohl intra- als auch intermolekular in 
der Probe abläuft. Ohne die genauen Verhältnisse zu kennen, ist die Übertragung dieses 
grundsätzlichen Ergebnisses auf andere Produktgruppen möglich. Damit kommen den noch 
unbekannten Crosslinkaminosäuren für die Erklärung der meßbaren Quervernetzung eine 
größere Rolle als bisher angenommen zu. 
4.4 Beteiligung fluoreszierender Crosslinks an der Proteinquervernetzung 
Welche Crosslink-Strukuren sind nun neben LAL und HAL an der Proteinquervernetzung 
beteiligt und aus quantitativer Sicht von Bedeutung? Diese zentrale Frage kann als 
Konsequenz aus den Ergebnissen der vorangegangenen Kapitel formuliert werden. Zu ihrer 
Beantwortung sollen die beiden folgenden Abschnitte dienen, in denen fluoreszierende 
Quervernetzungsprodukte und UV-inaktive Verbindungen näher betrachtet werden sollen. 
4.4.1 Fluoreszierende Crosslinks in Milchprodukten 
Für Casein aus erhitzter Magermilch konnte Schwarzenbolz (2000) zeigen, daß eine mit der 
Wärmebelastung korrelierende Zunahme der Fluoreszenz zu beobachten ist. Dabei 
verwendete er zur Fluoreszenz-Detektion die Wellenlängenkombination 
λex=350 nm/λem=430 nm. Basierend auf diesen Modell-Ergebnissen wurden in der 
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vorliegenden Arbeit diverse Handelsprodukte auf einen Zusammenhang zwischen 
Fluoreszenzintensität und zugeführter Erhitzung untersucht. Um eine unterschiedlich 
ausgeprägte Fluoreszenz in verschiedenen Caseinfraktionen beobachten zu können, wurde 
eine Gelpermeationschromatographie unter den etablierten Bedingungen durchgeführt. Im 
Anschluß an die UV-Detektion bei 280 nm wurde ein Fluoreszenz-Detektor in Reihe 
geschaltet. Zur Ermittlung der für diese Untersuchungen optimalen Kombination von 
Anregungswellenlänge λex und Emissionswellenlänge λem war es erforderlich, zunächst einige 
aus der Literatur bekannte Wellenlängen (siehe 2.2.3) anhand zweier ausgewählter Proben zu 
überprüfen. Da bei dieser Bestimmung nicht eine individuelle, fluoreszierende Verbindung 
bestimmt werden sollte, sondern verschiedene fluoreszierende Strukturen und Crosslinks 
erfaßt wurden, die voneinander abweichende Anregungs- und Emissionsmaxima besitzen, 
mußte eine ideale, gemeinsame Wellenlängenkombination gefunden werden. 
Die Maillard-Reaktion kann eine Ursache für die Bildung proteingebundener Fluoreszenz 
sein. Deshalb wurde zum einen eine sterilisierte Kondensmilch untersucht, in der neben 
Protein auch Zucker während des Erhitzungsprozesses vorhanden ist, zum anderen ein 
walzengetrocknetes Natriumcaseinat, das während der Trocknung nahezu frei von Lactose ist. 
Beide Produkte zeigen in der UV-Detektion eine für die jeweilige Produktgruppe ausgeprägte 
Quervernetzung. Die Fluoreszenz wurde bei folgenden Wellenlängen untersucht: 335/385 nm 
(für Pentosidin; Sell et al., 1989a), 360/410 nm, 370/440 nm (für advanced-glycation-
endproducts AGE; Nakamura et al., 1997), 350/440 nm (modifiziert für Maillard-Produkte; 
Birlouez-Aragon et al., 1998) sowie 390/460 nm (in Anlehnung an Nakamura et al., 1992). 
Sowohl für das kohlenhydrathaltige als auch für das kohlenhydratfreie Produkt lieferte die 
Detektion bei 360/410 nm Fluoreszenzchromatogramme mit der größten Gesamtpeakfläche. 
Dabei blieb das Verhältnis der Peaks untereinander annähernd konstant. Die 
Wellenlängenkombination 390/460 nm wurde ausgewählt, um auch Verbindungen erfassen zu 
können, die ihr Fluoreszenzmaximum sowohl bei höheren Anregungs- als auch bei höheren 
Emissionswellenlängen haben (z.B. Crossline A und B). In beiden Proben konnte damit 
jedoch nur eine sehr geringe Fluoreszenz detektiert werden. Bei den Pentosidin-Wellenlängen 
335/385 nm ähnelte das Fluoreszenz-Chromatogramm in Intensität und Verhältnis der Peaks 
stark der UV-Detektion. Dies ist unter Umständen auf das im Protein vorhandene Tryptophan 
zurückzuführen, das neben seinem Maximum bei 295/348 nm auch bei diesen Wellenlängen 
eine Fluoreszenz hervorruft. In der Literatur werden als Summenparameter Maillard-Produkte 
bei 350/430 nm und AGEs bei 370/440 nm erfaßt. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu 
erzielen, wurde die Emissionswellenlänge für Maillard-Produkte um 10 nm auf 440 nm 
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erhöht. Es resultierte bei der geringeren Anregungswellenlänge eine in der Intensität um den 
Faktor 10 verminderte Fluoreszenz. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde 360 nm als 
eine geeignete Anregungswellenlänge ermittelt. Diese Verringerung um 10 nm im Vergleich 
zur Kombination 370/440 nm wurde vorgenommen, damit eine hinreichende Differenz 
zwischen Excission und Emission eingehalten werden kann. Durch die Variation der 
Emissionswellenlänge im Bereich zwischen 400 und 440 nm wurde die größtmögliche 
Fluoreszenz bei 410 nm erreicht. 
Die Untersuchung von diversen Milchprodukten mittels GPC und simultaner UV- und 
Fluoreszenz-Detektion bei 280 nm bzw. 360/410 nm zeigte, daß es abhängig von der 
Erhitzung des Produktes bei kohlenhydrathaltigen Lebensmitteln zu einem überproportionalen 
Anstieg der Fluoreszenz in den Oligomeren kommt. 
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Abb. 4.4-1:  GPC-Chromatogramme von Caseinen aus unterschiedlichen Milchprodukten, 
reduzierende Bedingungen; Säule: Superdex 200 HR 10/30; Fluß: 0,5 ml/min; 
Fluoreszenz-Detektion: λex/λem= 360/410 nm 
 
In Abb. 4.4-1 erkennt man, daß im Gegensatz zur UV-Detektion die Gesamtpeakfläche mit 
der Erhitzung ansteigt. Bei der UV-Detektion (die zugehörigen Chromatogramme sind in 
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Abb. 4.2-4 dargestellt) bleibt die Summe der Peakflächen konstant, es verändert sich nur das 
Verhältnis der Peaks untereinander. Damit kommt es, wie bereits gezeigt, zu keiner 
Verringerung oder Bildung von bei 280 nm detektierbaren Chromophoren während der 
hitzeinduzierten Quervernetzung. Für die Fluoreszenz-Detektion gilt dies nicht. Hier 
entstehen Fluorophore bei der Erhitzung der Produkte. Im Monomer ist diese Zunahme 
erkennbar, jedoch am geringsten ausgeprägt. 
Betrachtet man die Proben in der Reihenfolge UHT-Milch, wärmebehandelte Kondensmilch 
und sterilisierte Kondensmilch, so findet zunächst ein deutlicher Anstieg vor allem im Dimer 
statt (UHT ↔ wärmebehandelt). Verglichen mit dem Sterilprodukt kommt es aber dort zu 
einer Stagnation im Dimer und einer ausgeprägten Zunahme im Polymer. Aus diesen 
Beobachtungen kann geschlossen werden, daß es sich bei den detektierten Fluorophoren 
hauptsächlich um intermolekulare Crosslinks handeln muß, da Glycosylierungsprodukte oder 
intramolekulare Crosslink-Aminosäuren auch im Monomer in vergleichbaren Mengen wie in 
den Oligomeren gebildet werden. 
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Abb. 4.4-2:  GPC-Chromatogramme eines Natriumcaseinates, reduzierende Bedingungen; 
Säule: Superdex 200 HR 10/30; Fluß: 0,5 ml/min; UV-Detektion: λ=280 nm; 
Fluoreszenz-Detektion: λex/λem= 360/410 nm; Detektoren in Reihe geschaltet 
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Proben, die bei der Wärmebehandlung nahezu frei von Kohlenhydraten sind (Caseinate), 
zeigen neben einer auch in der UV-Detektion geringer ausgeprägten Oligomerisierung in der 
Fluoreszenz kaum Abweichung von dieser (Abb. 4.4-2). Die Elutionszeitverschiebung 
zwischen UV- und Fluoreszenz-Detektion ist durch die Reihenschaltung beider Detektoren 
bedingt. 
In Hinblick auf die aus der Literatur bekannten fluoreszierenden Strukturen und die 
gefundenen Ergebnisse kann als Konsequenz festgestellt werden, daß sich die beobachtete 
Fluoreszenz-Zunahme in erhitzten Milchprodukten hauptsächlich auf Maillard-
Reaktionsprodukte, die zumindest teilweise an einer intermolekularen Proteinvernetzung 
beteiligt sind, zurückführen läßt. 
Zur Abschätzung der quantitativen Bedeutung derartiger fluoreszierender Crosslinks in 
Casein wurde in dieser Arbeit der sogenannte Fluoreszenz-Index FI eingeführt, der auf der 
Berechnung der Verhältnisse zwischen den entsprechenden Peakflächen in den UV- bzw. 
Fluoreszenz-Chromatogrammen beruht. 
 
Fluoreszenz Index (FI)
Fläche  aller  Caseinfraktionen  (Fluoreszenz)
Fläche  aller  Caseinfraktionen  (UV Detektion)
− =
−
× 100  
 
Falls bei der Aufnahme der Fluoreszenz-Chromatogramme identische Gerätebedingungen 
vorliegen, können die für verschiedene Proben ermittelten FI-Wert miteinander verglichen 
und so Rückschlüsse auf die quantitative Bedeutung (unbekannter) fluoreszierender 
Aminosäurederivate für den jeweiligen Quervernetzungsstatus gezogen werden. Der FI-Wert 
stellt jedoch keinen Absolutwert dar, was eine Gegenüberstellung von Meßwerten, die an 
mehreren Geräten erhalten wurden, ausschließt. 
Aus Tabelle 4.4-1 ist ersichtlich, daß für einzelne Produktgruppen charakteristische 
Fluoreszenz-Indices resultieren. Für Rohmilch stellt der FI-Wert ein Maß für die endogene 
Proteinfluoreszenz dar und kann als Blindwert von den Indices der höher erhitzten Proben 
abgezogen werden. Vergleicht man die so errechenbaren Differenzwerte für UHT-Milch (ca. 
10), wärmebehandelte Kondensmilch (ca. 100 bis 150) und sterilisierte Kondensmilch (ca. 
210 bis 300), so wird deutlich, daß in Kondensmilchprodukten zehn- bis dreißigfach höhere 
Gehalte an fluoreszierenden Crosslinks zu erwarten sind. Vergleichbare molare 
Fluoreszenzausbeuten für die unterschiedlichen Produkte sind für diese Abschätzung jedoch 
die Grundlage. Natriumcaseinate zeigen FI-Werte, die einer Rohmilch bzw. pasteurisierten 
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Milch sehr ähnlich sind. Dabei lagen vier Proben im Bereich 45 bis 50 und nur ein Wert 
erreichte 60. Bei wiederholten Bestimmungen bestätigte sich dieser FI-Wert. 
 
Tabelle 4.4-1: Fluoreszenz-Indices verschiedener Milchprodukte 
 Probenzahl ∆ Crosslinks 
(Tabelle 4.2-3, Spalte 6) 
Fluoreszenz-Index FI 
Rohmilch 3 n.b. 40 - 45 
pasteurisierte Milch 6 n.b. 50 - 55 
UHT-Milch 25 10 - 65 60 - 70 
wärmebehandelte Kondensmilch 9 370 - 460 150 - 200 
sterilisierte Kondensmilch 8 430 - 560 260 - 350 
Natriumcaseinat 5 10 - 20 45 - 60 
 n.b.: nicht berechenbar 
 
Der FI-Wert für verschiedene Produktgruppen korreliert gut mit der nicht durch LAL und 
HAL erklärbaren Crosslink-Konzentration, die für die bezüglich dieser Produkte meßbaren 
Quervernetzung erforderlich ist (Tabelle 4.2-3). Auf diese Weise war es erstmals möglich, die 
Bedeutung fluoreszierender Aminosäurederivate für das Vernetzungsgeschehen in 
Abhängigkeit von den eingesetzten Milcherhitzungsverfahren zu dokumentieren. 
4.4.2 Untersuchungen zu individuellen fluoreszierenden Crosslinks (FLCL) 
Nachdem die Korrelation zwischen Fluoreszenzzunahme und Erhitzungsintensität festgestellt 
worden war, ergab sich die Frage nach den dafür verantwortlichen fluoreszierenden 
Strukturen. Für die Beantwortung stehen grundsätzlich zwei Wege zur Verfügung: Zum einen 
können aus der Literatur bekannte, jedoch bis jetzt nicht in Lebensmittelproteinen 
nachgewiesene fluoreszierende Crosslinkaminosäuren (FLCL) bzw. postulierte Strukturen 
durch Reaktion von Aminosäuren/Proteinen mit Zuckern im Modell synthetisiert und isoliert 
werden. Die so erhaltenen Isolate dienen dann als Referenzmaterial, das für die Analytik der 
einzelnen FLCLs in Lebensmitteln benötigt wird. Zum anderen ist es möglich, Proteine, die 
eine ausgeprägte Fluoreszenz aufweisen, aus Lebensmitteln zu isolieren und durch geeignete 
Hydrolysestrategien die individuellen fluoreszierenden Crosslinks zu isolieren und analytisch 
zu identifizieren. Der Vorteil der ersten Methode ist die Kenntnis der Struktur und des 
Synthese-Konzeptes aus der Literatur. Dadurch sind bereits Rückschlüsse auf die Bildung 
bzw. Konsequenzen für die Probenaufarbeitung und Bestimmung möglich. Da die Relevanz 
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dieser Verbindungen für Lebensmittel jedoch nicht bekannt ist, kann es unter Umständen 
nach Synthese und Optimierung der Analytik in einer Vielzahl der Fälle zu negativen 
Nachweisen der entsprechenden Verbindungen in handelsüblichen Lebensmitteln kommen. 
Aus diesem Grund wurde der zweite Weg gewählt. Dies bedeutet neben dem konkreten 
Bezug zum Lebensmittel jedoch eine Erschwernis in der Isolierung und Analytik, da kaum 
Kenntnisse über die jeweiligen Strukturen vorliegen. 
Um fluoreszierende Crosslinks aus den Lebensmittelproteinen isolieren zu können, sollte 
idealerweise ein Hydrolyseverfahren gewählt werden, das eine Spaltung in Bruchstücke 
mittlerer Molmasse (5000 – 1000 Da) erlaubt. Dadurch kann zum einen erreicht werden, daß 
eine nicht zu große Anzahl an Fragmenten gebildet wird, zum anderen, daß die im Protein an 
bestimmten Stellen lokalisierte Fluoreszenz nur in einzelnen Spaltprodukten wiederzufinden 
ist. Dies erleichtert eine anschließende Isolierung deutlich. Deshalb wurde eine enzymatische 
Hydrolyse mit Trypsin gewählt, die Peptidspaltstücke entsprechender Größe liefert. Neben 
dieser Variante wurde ebenfalls ein schonendes enzymatisches Hydrolysesystem mit vier 
Enzymen (Pepsin, Pronase, Aminopeptidase M und Prolidase) durchgeführt, das in einer 
deutlich größeren Anzahl an Peptid- und Aminosäurebruchstücken mit kleinerer Molmasse 
resultiert. Abschließend wurde zusätzlich ein Säurehydrolyse durchgeführt. Hierbei ist zu 
beachten, daß in der Literatur häufig von einer Säureinstabilität von einzelnen FLCLs 
berichtet wird. Daher war davon auszugehen, daß es bei dieser Hydrolyseform zu einer 
Zerstörung proteingebundener Fluoreszenz wegen säure- und/oder thermolabiler Strukturen 
kommen kann. Darüber hinaus muß die Bildung von Reaktionsprodukten, die gegebenenfalls 
fluoreszieren, im Rahmen der Säurehydrolyse berücksichtigt werden. 
Als Proteinmaterial dienten zwei Caseine, die aus der Separatormilch direkt bzw. nach einer 
Erhitzung derselben bei 110°C für 80 min isoliert wurden. Dabei zeigten beide Proben in 
einer GPC-Untersuchung mit UV- und Fluoreszenz-Detektion das bereits beschriebene 
Elutionsverhalten (ohne Erhitzung: über 95 % Monomer, keine Unterschiede in den beiden 
Detektionen; mit Erhitzung: deutliche Oligomerisation mit ausgeprägter Fluoreszenz-
Zunahme im Oligomer-Bereich). Diese Caseine wurden mittels Trypsin, enzymatischem 
Totalhydrolysesystem und Salzsäure behandelt und die erhaltenen Hydrolysate anhand von 
GPC und RP-HPLC untersucht. Neben den Proben wurden stets auch die nicht hydrolysierten 
Caseine, die Enzym- bzw. Säureblindwerte und die Aminosäure-Standards Tryptophan, 
Tyrosin und Phenylalanin analysiert. 
Das GPC-System bestand aus einer speziellen Peptid-Säule (Superdex Peptide HR 10/30), die 
nach Herstellerangaben einen Trennbereich von 7000 – 100 Da besitzt. Der Eluent wurde im 
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Vergleich zu den bisherigen GPC-Untersuchungen modifiziert. Da in den Hydrolysaten keine 
intakten Proteine mehr zu erwarten waren, wurde der Gehalt an Harnstoff im Elutionspuffer 
halbiert. Ein kompletter Verzicht wurde wegen größeren und damit eventuell schwerer 
löslichen Peptiden nicht realisiert. Um eine befriedigende Trennung in einer angemessenen 
Zeit (60 min) zu erzielen, wurde dem Puffer 10 % (v/v) Isopropanol zugesetzt. Dadurch 
kommt es zu einer verbesserten Elution hydrophober Hydrolyseprodukte. Zur Detektion 
dienten neben der Fluoreszenzkombination 360/410 nm die beiden UV-Wellenlängen 280 nm 
und 215 nm. Letztere wurde gewählt, um Peptide, die keine bei 280 nm detektierbare 
Aminosäure enthalten, ebenfalls erfassen zu können. Für die GPC ist die Größe der 
Bruchstücke von entscheidender Bedeutung: Erstens werden zu große Spaltprodukte mit dem 
Ausschlußvolumen der Säule eluiert, zweitens findet bei zu kleinen Hydrolyseprodukten die 
Trennung weniger nach dem hydrodynamischen Radius als viel mehr nach den hydrophoben 
Wechselwirkungen der Probe mit dem Säulenmaterial statt. Daher schien zunächst der 
tryptische Verdau am geeignetsten für die GPC-Analytik zu sein. Obwohl weder Störungen 
aus den entsprechenden Enzym- bzw. Säureblindwerten noch durch das veränderte 
Fließmittel (Isopropanol-Zusatz) zu beobachten waren und die erhitzte Caseinprobe einen 
Peak mit deutlicher Fluoreszenz zeigte, der im Ausschlußvolumen der Säule eluierte, konnte 
in keinem der drei Hydrolysesysteme mittels GPC ein überproportional fluoreszierender Peak 
detektiert werden. Vielmehr war sowohl im UV als auch in der Fluoreszenz eine sehr ähnliche 
Verteilung auf eine Vielzahl von zum Teil sehr kleinen Peaks erkennbar. Diese Beobachtung 
ist für die enzymatische Totalhydrolyse und die Säurehydrolyse noch verständlicher, da hier 
ein Hydrolysegrad bis zu einzelnen Aminosäuren erreicht wird. Durch die geringere Anzahl 
an potentiellen Spaltstellen im Protein kann Trypsin hingegen nicht diesen hohen 
Hydrolysegrad erzeugen, so daß im GPC-Chromatogramm eine deutlich geringere Anzahl an 
Peaks zu erwarten war. In der Tat stellt man eine eindeutige Verringerung und bessere 
Abtrennung der Peaks bei den tryptisch verdauten Proben fest (Abb. 4.4-3). 
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Abb. 4.4-3:  GPC-Chromatogramme eines tryptisch verdauten Caseins, isoliert aus erhitzter 
Milch (110°C/80 min); Säule: Superdex Peptide HR 10/30; Fluß: 0,5 ml/min, 
Elutionspuffer in 10 % (v/v) Isopropanol; UV-Detektion: λ=215 nm; 
Fluoreszenz-Detektion: λex/λem= 360/410 nm; beide Detektoren in Reihe 
geschaltet 
 
Eine spezifische Fluoreszenz ausgewählter Bereiche konnte indes nicht beschrieben werden. 
Damit scheint die beobachtete proteingebundene Fluoreszenz durch alle drei 
Hydrolysesysteme abgebaut zu werden. Ob dies an der Zerstörung der eigentlich 
fluoreszierenden Struktur oder aber an der hydrolytischen Spaltung der Primärstruktur des 
Proteins und damit verbunden einer Trennung von Crosslinks und benachbarten 
Aminosäuren, die erst zusammen die Fluoreszenz erzeugen, liegt, ist nicht geklärt. Die GPC 
unter Verwendung der speziellen Peptid-Säule ist jedoch nicht in der Lage, eine ausreichende 
Trennleistung für die drei Hydrolysate zu liefern. Daher wurde eine Analyse mittels RP-
HPLC angeschlossen. Als Eluent diente ein binärer Gradient aus Wasser und Acetonitril. Die 
Verwendung eines Phosphatpuffer (0,01 M, pH 6,8)-Acetonitril-Gradienten brachte keine 
Verbesserung der Trennung oder eine Veränderung in der Fluoreszenzausbeute. Da es sich im 
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ersten Fall um ein flüchtiges Elutionssystem handelt, wurde wegen einer vereinfachten 
Isolierung von Peaks auf dieses zurückgegriffen. Man erkennt bei der Untersuchung der 
Hydrolysate eine größere Anzahl an zum Teil recht kleinen Peaks. Dabei sind auch hier im 
enzymatischen Totalhydrolysat und im Säurehydrolysat deutlich mehr Peaks detekierbar als 
in den tryptisch verdauten Proben. Im Vergleich zur GPC ist bei der RP-HPLC die Trennung 
der einzelnen Peaks wesentlich verbessert, jedoch konnten auch bei den beiden 
enzymatischen Verdauansätzen mittels Fluoreszenz keine charakteristischen, individuellen 
Peaks detektiert werden. Dies gilt sowohl für das erhitzte als auch für das nicht erhitzte 
Casein. Im Gegensatz dazu ist in den Säurehydrolysaten ein deutlicher Unterschied zu 
erkennen: Das aus der Separatormilch isolierte und mit Salzsäure hydrolysierte Casein besitzt 
keinen ausgeprägten, fluoreszierenden Peak. Demgegenüber fällt im Hydrolysat der erhitzten 
Probe ein deutlicher Fluoreszenz-Peak bei 31 min auf (Abb. 4.4-4), der als FP31 bezeichnet 
wird. 
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Abb. 4.4-4:  RP-HPLC-Chromatogramm: FP31 im Säurehydrolysat eines erhitzten Caseins 
(110°C/80 min); Säule: Bioselect 300 C18, 5 µm, 250 x 4,6 mm (iD); Fluß: 
1,0 ml/min, Wasser/Acetonitril-Gradient; Fluoreszenz-Detektion: 
λex/λem= 360/410 nm 
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4.4.3 Untersuchungen zu FP31 
4.4.3.1 Bildung von FP31 in erhitzten Caseinen 
Die Bedeutung dieses Peaks FP31 für die Quervernetzung von Lebensmittelproteinen sollte 
nachfolgend näher untersucht werden. Es stellte sich zunächst die Frage, ob und in welchem 
Umfang FP31 in unterschiedlichen Milchprodukten zu finden ist. Dazu wurde aus 
verschiedenen Produkten das Casein isoliert, mittels Salzsäure hydrolysiert und anschließend 
an einer Umkehrphase analysiert. In Abb. 4.4-5 sind die Chromatogramme der einzelnen 
Proben übereinandergelagert dargestellt. Man erkennt einen Zusammenhang zwischen dem 
Ausmaß der Wärmebelastung eines Produktes und der FP31-Konzentration bezogen auf die 
eingesetzte Proteinmenge. Dieser direkte Vergleich aus den Chromatogrammen heraus ist 
zulässig, da alle Caseinisolate einen sehr ähnlichen Proteingehalt besitzen (86 % bis 92 %) 
und für die Hydrolyse ein konstantes Casein-Salzsäure-Verhältnis gewählt wurde. 
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Abb. 4.4-5: RP-HPLC-Chromatogramme (überlagert): FP31 in säurehydrolysierten 
Caseinen aus verschiedenen Milchprodukten; Säule: Bioselect 300 C18, 5 µm, 
250 x 4,6 mm (iD); Fluß: 1,0 ml/min; FL-Detektion: λex/λem= 360/410 nm 
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Um die Korrelation zwischen Erhitzungsdauer und FP31-Zunahme noch näher zu 
untersuchen, wurde eine zeitabhängige Wärmebehandlung einer ausgewählten Milchprobe 
durchgeführt. Dazu wurde Separatormilch bei 110°C für 0 min, 15 min, 30 min, 45 min, 
60 min, 75 min und 90 min erhitzt und das daraus isolierte Casein mittels 6 N Salzsäure (23 h, 
110°C) hydrolysiert. Die HPLC-Messungen dieser Hydrolysate bestätigten den bereits bei den 
Handelsprodukten gefundenen Zusammenhang zwischen der gebildeten Menge an FP31 und 
der Intensität der Wärmebehandlung (Abb. 4.4-6). 
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Abb. 4.4-6:  RP-HPLC-Chromatogramme (überlagert): Zusammenhang FP31 und 
Erhitzungsdauer; Proben: Magermilch erhitzt bei 110°C für unterschiedliche 
Zeiten, säurehydrolysiert; Säule: Bioselect 300 C18, 5 µm, 250 x 4,6 mm (iD); 
Fluß: 1,0 ml/min; FL-Detektion: λex/λem= 360/410 nm 
 
FP31 konnte bei identischer Probenmatrix nicht in den enzymatischen Hydrolysen (4er-
System und Trypsin), sondern nur im Rahmen der Säurehydrolyse nachgewiesen werden. 
Auch eine nachträgliche Behandlung der enzymatischen Hydrolysate mit Säure verursachte 
keinen detektierbaren FP31-Peak. Daraus kann geschlossen werden, daß FP31 keine im 
Protein nativ vorhandene Struktur ist, sondern erst unter der Säureeinwirkung gebildet wird. 
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Es wird angenommen, daß zunächst ein nicht-fluoreszierender Precursor im Zusammenhang 
mit der Erhitzung der Produkte gebildet wird, der erst in der Hydrolyse in das fluoreszierende 
Produkt umgewandelt wird. Dabei scheint es von Bedeutung zu sein, daß der Precursor beim 
Einwirken der Säure proteingebunden vorliegt. Ein durch enzymatische Hydrolyse aus dem 
Protein freigesetzter Precursor bildet mit Salzsäure kein FP31. Als weitere Möglichkeit ist 
auch an eine Veränderung der FP31-Vorstufe selbst während der Enzym-Einwirkung zu 
denken. Wegen der sehr milden Bedingungen und der Spezifität der Enzyme ist dies jedoch 
eher von untergeordneter Bedeutung. 
Diese Beobachtungen lassen den Schluß zu, daß es sich bei FP31 um ein Reaktionsprodukt 
der Säurehydrolyse handelt. Da sich aber ein Zusammenhang zwischen der FP31-Bildung und 
der Wärmebehandlung des Produktes abzeichnet, ist eine weitere Charakterisierung von 
Interesse. Auch der für die Beurteilung der Lysinmodifizierung und der Erhitzung von 
Milchprodukten und anderen Lebensmitteln häufig verwendete Parameter Furosin wird erst 
während der Säurehydrolyse aus Lactuloselysin gebildet. In der Literatur sind zwei 
fluoreszierende Verbindungen beschrieben, die unter Säureeinfluß aus Proteinen gebildet 
werden: Furoylfuranylimidazol (FFI) wurde von Pongor et al. (1984) zum ersten Mal 
beschrieben. Njoroge et al. (1988) erkannten, daß es sich hierbei nicht um ein im Protein 
vorhandenes Glycosylierungs- oder Quervernetzungsprodukt handelt, sondern um ein 
Säurereaktionsprodukt. Das „Maillard reaction product X“ (MRX) konnte von Oya et al. 
(1998) in glycosyliertem Protein nach Säurehydrolyse identifiziert werden. Dabei wurde von 
den Autoren erkannt, daß es sich um ein Produkt der Hydrolyse handelt. Die Fluoreszenz-
Detektion von MRX erfolgt bei 340/402 nm (Oya et al., 1998), die von FFI bei 370/440 nm 
(Pongor et al., 1984). 
Um zu überprüfen, ob es sich bei FP31 um eine dieser beiden Verbindungen handelt, wurden 
in der Literatur beschriebene Ansätze zur Bildung bzw. zur Synthese von MRX und FFI 
durchgeführt. Rinderserumalbumin (BSA) wurde mit Glucose (0,1 M) in Phosphatpuffer 
(0,1 M) für 14 Tage bei 37°C inkubiert. Nach Dialyse und Gefriertrocknung erfolgte eine 
Säurehydrolyse des glycosylierten Proteins (Oya et al., 1998). Die Analyse mittels RP-HPLC 
liefert für MRX einen fluoreszierenden Peak bei 18 min, der sich deutlich von der 
Retentionszeit von FP31 unterscheidet (Abb. 4.4-7). Auch ist die Fluoreszenz-Intensität des 
MRX-Peaks im Vergleich zu FP31 geringer, was zum einen an nicht identischen 
Konzentrationen, zum anderen aber an den verwendeten Wellenlängen (360/410 nm) liegen 
kann, die von den Maxima für MRX (340/402 nm) abweichen. Durch die unterschiedliche 
Retentionszeit kann ausgeschlossen werden, daß es sich bei FP31 um MRX handelt. 
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Abb. 4.4-7:  RP-HPLC-Chromatogramme (überlagert): Reaktionsprodukte der 
Säurehydrolyse; MRX: Säurehydrolysat von glycosyliertem BSA, FP31: 
Säurehydrolysat von Casein aus erhitzter Magermilch (110°C/80 min), FFI: 
Syntheseansatz aus Furosin, Salzsäure und Ammoniak; chromatographische 
Parameter siehe Abb. 4.4-4; FL-Detektion: λex/λem= 360/410 nm 
 
In Anlehnung an die Arbeiten von Njoroge et al. (1988) wurde 2-(2-Furoyl)-4(5)-(2-furanyl)-
1H-imidazol (FFI) zunächst durch Umsetzen von käuflichem Furosin mit Salzsäure und 
anschließendem Alkalisieren mit Ammoniak hergestellt. In der wiederum neutralisierten 
Lösung (pH 7,5) konnte ein Peak durch RP-HPLC mittels Fluoreszenzdetektion (360/410 nm) 
bei 38 min beobachtet werden (Abb. 4.4-7). Dieses „vereinfachte“ Syntheseverfahren basiert 
auf den Überlegungen, daß aus dem proteingebundenen Amadori-Produkt Lactuloselysin 
unter Säureeinwirkung Furosin gebildet wird, das durch den Zusatz einer Base zu 
Furoylglyoxal reagiert. Handelt es sich bei der Base um Ammoniak, so entsteht FFI. Bei der 
Verwendung anderer Basen als Ammoniak (Natronlauge, Triethylamin) war FFI nicht 
nachzuweisen (Njoroge et al., 1988). Huber et al. (1988) nennen Glutamin und Asparagin als 
mögliche Ammoniak-Quellen im Protein, aus denen in der Hydrolyse FFI gebildet wird. 
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4.4.3.2 Modellstudien zur Bildung von FFI und analogen Verbindungen 
Obwohl die Retentionszeiten von FP31 und des nach dem „vereinfachten“ Syntheseverfahren 
hergestellten FFI nicht übereinstimmten, sollte FFI zusätzlich aus Furoylglyoxal und 
Ammoniak synthetisiert werden (Pongor et al., 1984). Furoylglyoxal stellt zum einen als 
direkte Vorstufe von FFI, zum anderen als reaktives Dicarbonyl eine interessante Verbindung 
dar, die z.B. mit Lysinseitenketten ein dem GOLD bzw. FFI analoges Crosslink bilden kann. 
Furoylglyoxal (FUGO) konnte durch Oxidation von 2-Acetylfuran mit Selendioxid dargestellt 
werden (Kipnis et al., 1947). Nach Entfernung des Lösungsmittels wurde der Rückstand an 
einer Kolonne im Vakuum rektifiziert. Man erhält 1,8 g eines orangen bis zitronengelben Öls 
(Ausbeute: 10 %). Das erhaltene Produkt und zum Vergleich das Edukt Acetylfuran wurden 
chromatographisch und spektroskopisch näher charakterisiert. Dazu wurden zunächst UV-
Spektren im Bereich 200 bis 700 nm von beiden Verbindungen (in Wasser gelöst) 
aufgenommen. Man erkennt zwei Maxima bei 225-230 nm bzw. 275-280 nm sowohl für 
Acetylfuran als auch für das FUGO-Präparat, wobei für FUGO jeweils eine Verschiebung um 
ca. 5 nm zu größeren Wellenlängen erkennbar ist (Abb. 4.4-8): 
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
200 220 240 260 280 300 320 340
Wellenlänge [nm]
Ab
so
rp
tio
n 
[A
U
] FUGOAcetylfuran
 
Abb. 4.4-8: UV-Spektren von Acetylfuran und FUGO, Ausschnitt 200 bis 350 nm; 
Maxima Acetylfuran: 225 nm, 274 nm; Maxima FUGO: 229 nm, 281 nm 
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Zur Kontrolle der Reinheit des FUGO-Präparates wurde dieses flüssigchromatographisch 
analysiert. Es wurde das bereits etablierte Trennsystem (C18-Säule mit Wasser/Acetonitril-
Gradient) eingesetzt. Die Detektion erfolgte bei den ermittelten UV-Maxima 230 nm und 
280 nm. Aus einem Vergleich mit Acetylfuran (Retentionszeit: 19,4 min) und einem 
Blindwert (nur Lösungsmittel) kann geschlossen werden, daß es sich bei dem Peak mit 
tR = 6,5 min um FUGO handelt. Da aus den UV-Spektren für FUGO und Acetylfuran ein 
ähnlicher molarer Extinktionskoeffizient ableitbar ist, kann über das Flächenverhältnis der 
Peaks bei 6,5 min und 19,4 min auf die Verunreinigung des FUGO-Präparates mit dem Edukt 
geschlossen werden. Danach liegen beide Verbindungen im Verhältnis FUGO zu Acetylfuran 
90:10 vor (Abb. 4.4-9). 
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Abb. 4.4-9: RP-HPLC-Chromatogramm: FUGO-Präparat; Säule: Bioselect 300 C18, 5 µm, 
250 x 4,6 mm (iD); Fluß: 1,0 ml/min; UV-Detektion: λ= 280 nm 
 
Dies konnte auch durch Untersuchungen mittels GC-MS bestätigt werden: Hier findet man im 
Totalionenstrom (TIC) einen Peak bei 4,03 min, dem die Masse 110 für Acetylfuran 
zugeordnet werden kann. Zusätzlich stimmen Retentionszeit und Frakmentierungsmuster mit 
dem eines Acetylfuran-Standards überein. Der größte Peak mit ca. 90 % der 
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Gesamtpeakfläche eluiert nach 4,95 min. Er weist die Masse 124 auf, die der Molmasse von 
Furoylglyoxal entspricht. Für das FUGO-Präparat sind sowohl das TIC-Chromatogramm als 
auch das Massenspektrum für den FUGO-Peak bei 4,95 min in Abb. 4.4-10 dargestellt. Die 
GC-Trennung erfolgte an einer DB5-Säule, die MS-Messung im EI-Modus. 
 
 
Abb. 4.4-10: GC-MS des FUGO-Präparates: Totalionenstrom und MS-Spektrum (EI-Mode) 
des FUGO-Peaks bei 4,95 min 
 
Um nachzuweisen, ob bei der Oxidation von Acetylfuran mit Selendioxid als α-Dicarbonyl 
ausschließlich Furoylglyoxal gebildet wird, erfolgt eine Umsetzung des erhaltenen Produktes 
mit ortho-Phenylendiamin zu dem entsprechenden Chinoxalinderivat (Durchführung nach 
Opitz, 2001). Die Analyse mittels RP-HPLC und UV-Detektion bei 312 nm liefert nur einen 
Peak, was die erfolgreiche Reaktion zu einem einzigen α-Dicarbonyl beweist. 
Das synthetisierte FUGO-Präparat besitzt einen Furoylglyoxal-Gehalt von ca. 90 %. Es ist 
zum größten Teil nur mit dem Edukt Acetylfuran verunreinigt (ca. 10 %). Der Wassergehalt 
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dürfte wegen des verwendeten Lösungsmittels und der Rektifizierbedingungen sehr gering 
sein. Da als reaktive Komponenten keine weiteren α-Dicarbonyle vorhandenen sind und die 
Reinheit für die nachfolgenden Untersuchungen als ausreichend anzusehen ist, wurde auf 
weitergehende Reinigungsschritte verzichtet. Auf kernresonanzspektroskopische Experimente 
(NMR) mußte jedoch verzichtet werden, weil hierfür die Reinheit nicht ausreichte. 
Zunächst wurde FUGO mit Ammoniak im molaren Verhältnis 1:6500 (pH 11) inkubiert, um 
FFI als Standardmaterial zu erhalten. Es konnte in der RP-HPLC ein Peak mit identischer 
Retentionszeit (tR = 38 min) wie in den FFI-Bildungsansätzen über Furosin (Abb. 4.4-7) 
detektiert werden. Ansätze, die entweder nur die wäßrige Ammoniaklösung oder FUGO 
gelöst in Wasser enthielten, zeigten keine Fluoreszenz. Dabei wurde die wäßrige FUGO-
Lösung durch Natronlaugen-Zusatz ebenfalls auf pH 11 gebracht. Alle Ansätze wurden 
direkt, d.h. ohne Säurehydrolyse, gemessen. Nach einer zusätzlich durchgeführten Hydrolyse 
(23 h, 110°C) war FFI nicht mehr detektierbar. Es muß angenommen werden, daß die FFI-
Bildung im Rahmen der Säurehydrolyse aus einem Protein weitaus schonender verläuft als 
die Salzsäurebehandlung des Endproduktes. Durch die intensivere Säurebehandlung aber auch 
durch den Einfluß von Sauerstoff (quenching) kann es zu einem Verlust der Fluoreszenz 
kommen. Im Gegensatz zu dem großen Ammoniak-Überschuß wurde ein zweiter Ansatz 
durchgeführt, bei dem das molare Verhältnis FUGO zu Ammoniak bei 1:50 lag (pH-Wert 
durch Natronlauge auf pH 11 eingestellt). Bei identischen Inkubationsbedingungen (30 min, 
25°C) bildete sich FFI um den Faktor 50 weniger in der Probe mit geringerem Ammoniak-
Überschuß als bei derjenigen mit dem Verhältnis 1:6500. Da in Proteinen bei der Hydrolyse 
niemals solch hohe Ammoniakgehalte im Vergleich zum gebildeten FUGO erreicht werden 
können, ist hierin bereits eine Einschränkung der FFI-Entstehung in Lebensmittelproteinen zu 
sehen. 
Nachdem der Unterschied in der Retentionszeit bereits darauf hindeutet, daß es sich bei FFI 
und FP31 um verschiedene Strukturen handelt, wurde dies durch Aufnahme von 
Fluoreszenzspektren zusätzlich abgesichert. Die von FFI und FP31 (isoliert aus erhitzten 
Milchmodellansätzen nach Hydrolyse) aufgenommenen Emissionsspektren bei der 
Anregungswellenlänge 360 nm sind in Abb. 4.4-11 dargestellt. Man erkennt für FP31 ein 
Emissions-Maximum bei 450 nm. FFI zeigt hingegen keinen Maximalwert, sondern nur ein 
Plateau bei ca. 400 nm. Gerätebedingt muß die kleinste meßbare Emission um 25 nm höher 
liegen als die verwendete Anregungswellenlänge. Die Anregungsspektren (Emission 410 nm) 
zeigen für FP31 ein Maximum bei 370 nm, für FFI eines bei 350 nm (Abb. 4.4-11). Daten zu 
Fluoreszenz-Spektren von FFI sind in der Literatur kaum zu finden. Nur Pongor et al. (1984) 
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geben ein Anregungsspektrum (Emission 440 nm) und das zugehörige Maximum bei 370 nm 
an. Aus diesem Grund wurde von dem synthetisierten FFI ein Anregungsspektrum bei einer 
Emission von 440 nm aufgenommen (scan-Bereich 300-415 nm). Es ergab sich ein 
geringfügig von der Literatur abweichendes Maximum bei 360 nm, aber ein sonst nahezu 
identischer Spektrenverlauf. 
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Abb. 4.4-11: Anregungs- (oben) und Emissionsspektren (unten) von FFI und FP31 
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Aus den chromatographischen und spektroskopischen Ergebnissen läßt sich damit eindeutig 
schließen, daß FP31 nicht mit FFI identisch ist. Auf weitere Untersuchungen zur 
Strukturaufklärung von FP31, z.B. Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie, konnte 
nicht zurückgegriffen werden, da nicht genügend Probenmaterial vorhanden war. Die 
ausgeprägte Fluoreszenz im Chromatogramm wird von geringen Substanzmengen verursacht. 
Eine Isolierung mittels HPLC ist grundsätzlich möglich, jedoch am Institut nur in 
analytischem Maßstab durchzuführen, da eine präparative Meßzelle für den Fluoreszenz-
Detektor nicht zur Verfügung stand. Neben einem sehr großen Zeitaufwand sind besonders 
Veränderungen an der Verbindung und damit verbundene Verluste der Fluoreszenz als 
negativ zu nennen. Nachdem FP31 aus fünf HPLC-Läufen fraktioniert worden war, konnte 
bei der anschließenden Rechromatographie nur noch ein Peak mit deutlich geringerer 
Fluoreszenz detektiert werden. 
4.4.3.3 Versuche zur Charakterisierung von FP31 
Um FP31 näher charakterisieren zu können, wurde untersucht, ob die Verbindung in 
Modellansätzen mit Aminosäuren und Kohlenhydraten bzw. deren Derivaten gebildet wird. 
Wegen des Auftretens von FP31 in erhitzten Milchprodukten wurden Lactose und als 
Aminosäuren mit reaktiven Seitenketten Arginin und Lysin eingesetzt. Bei konstanter 
Inkubationstemperatur (110°C) wurde zum einen das molare Verhältnis von Kohlenhydrat zu 
Aminosäure(n), zum anderen die Erhitzungsdauer variiert. Die Reaktion fand in 
geschlossenen Gefäßen statt, als Lösungsmittel diente SMUF-Puffer, der das Milieu der 
Milch widerspiegelt. Es ergaben sich somit vier unterschiedliche Meßreihen: Ein zehnfacher 
molarer Lactoseüberschuß im Vergleich zur Aminosäure, inkubiert für 30 min und 90 min, 
und ein äquimolares Aminosäure/Kohlenhydrat-Verhältnis, das ebenfalls für 30 min und 
90 min erhitzt wurde. Jede Reihe bestand aus vier Ansätzen: Lysin und Arginin jeweils 
einzeln, zusammen in äquimolarem Verhältnis und entsprechend dem Vorkommen in Milch 
im Verhältnis Lysin/Arginin 2:1 mit Lactose umgesetzt. Nach Beenden der Erhitzung wurden 
alle Proben mit 6 N Salzsäure hydrolysiert und mittels RP-HPLC auf FP31 untersucht. 
Darüberhinaus wurden als Blindwerte auch individuelle Inkubationen von Lysin, Arginin 
bzw. Lactose analog analysiert. Als Ergebnis ist festzustellen, daß FP31 in keinem Ansatz 
detektiert werden konnte. In den Ansätzen mit gleichen Verhältnissen von Aminosäure(n) und 
Lactose war bei einer Retentionszeit von 31 min kein Peak erkennbar, wobei vor allem im 
Bereich von 20 bis 30 min einige fluoreszierende Peaks detektiert wurden. Diese stammen –
wie ein Vergleich mit dem Lactose-Blindwert zeigt – überwiegend aus der Lactose selbst und 
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nicht aus Reaktionsprodukten von Aminosäuren mit Zuckern. Im Gegensatz dazu zeigten die 
Inkubationen mit einem 10fachen Lactose-Überschuß eine große Anzahl von kaum getrennten 
Peaks in einem Retentionszeitbereich von 20 bis 50 min. Dabei waren die verschiedenen 
Ansätze mit dem Lactose-Blindwert (identische Lactosekonzentration wie in den 
Inkubationsansätzen) wiederum nahezu identisch. Theoretisch ist es möglich, daß FP31 
gebildet wurde, aber eine Detektion wegen der Vielzahl der Peaks nicht möglich ist. Auf 
Grund der Ergebnisse der äquimolaren Ansätze scheint diese Annahme jedoch eher 
unrealistisch zu sein. In dem Ansatz, der dem Verhältnis von Lysin, Arginin und Lactose 
(1:0,5:10) in Milch nachempfunden ist, konnte auch kein FP31 detektiert werden. Damit 
bilden diese beiden Aminosäuren und Lactose nicht alleine die Precursoren für die Entstehung 
von FP31 unter milchtechnologischen Bedingungen. 
In Anlehnung an die Bildung von GOLD und MOLD (siehe 4.5) ist eine Reaktion des α-
Dicarbonyls FUGO mit der ε-Aminogruppe des Lysins zu einer dem GOLD bzw. FFI 
analogen Verbindung denkbar. Die beiden so entstehenden Strukturen stellen eine 
Quervernetzung von zwei Lysinseitenketten über FUGO dar. Auf Grund einer gewissen 
strukturellen Ähnlichkeit zu FFI sind gegebenenfalls fluoreszierende Eigenschaften für diese 
Moleküle denkbar (Abb. 4.4-12). 
 
C
C
OH
O
Lys
NH2
Lys
NH2
C
C
N
N
H
Lys
Lys
C
H
OH- 2 H2O
N
N
Lys
Lys
O O O
C
C
OH
O
O
O O
N
N O
Lys
Lys  
Abb. 4.4-12: Hypothese zur Bildung möglicher GOLD bzw. FFI analoger Verbindungen aus 
FUGO 
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Daher erfolgte eine Umsetzung von FUGO mit Hippuryllysin und Formaldehyd (molares 
Verhältnis 2:1:2) bei 65°C für 18 Stunden. Der Formaldehyd-Zusatz erfolgte in Anlehnung an 
die für die GOLD-Bildung gefundenen Ergebnisse (vgl. 4.5.2). Ein Aliquot dieses Ansatzes 
wurde säurehydrolysiert. Sowohl die hydrolysierte wie auch die nicht mit Säure behandelte 
Lösung wurde chromatographiert, jedoch ohne FP31 nachweisen zu können. In beiden Fällen 
traten fluoreszierende Peaks auf, wobei nach Hydrolyse deutlich mehr und schlechter 
voneinander abgetrennte Peaks detektiert wurden. Ein erneuter Ansatz ohne Zusatz von 
Formaldehyd lieferte besonders vor der Hydrolyse ein nahezu identisches 
chromatographisches Bild verglichen mit der Inkubation unter Formaldehydzusatz. Auffällig 
waren hier zwei Peaks bei 30 min und 50 min, die fraktioniert und getrennt einer 
Säurehydrolyse unterzogen wurden (Abb. 4.4-13), um Störungen durch Nebenprodukte der 
Hydrolyse zu vermeiden. Die RP-HPLC dieser Hydrolysate zeigte mehrere, jedoch in der 
Intensität sehr kleine Peaks, die erneut nicht mit FP31 übereinstimmten. 
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Abb. 4.4-13: RP-HPLC-Chromatogramm: Inkubation von Hippuryllysin und FUGO 
(wäßrige Lösung, molares Verhältnis 1:2, 65°C/18 h); Säule: Bioselect 300 
C18, 5 µm, 250 x 4,6 mm (iD); Fluß: 1,0 ml/min; FL-Detektion: 
λex/λem= 360/410 nm 
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Die Bildung von FP31 konnte damit über die ausgewählten Modellansätze noch nicht näher 
charakterisiert werden. Wegen der interessanten Korrelation zwischen FP31-Gehalt und 
Hitzebelastung eines Milchproduktes steht es außer Frage, daß eine Strukturaufklärung von 
entscheidender Bedeutung ist. Dies kann nach vorliegenden Ergebnissen am effektivsten 
durch die präparative Isolierung realisiert werden. 
4.5 Untersuchungen zum Vorkommen von GOLD und MOLD in 
Lebensmitteln 
Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) und Methylglyoxal-Lysin-Dimer (MOLD) sind als nicht 
fluoreszierende und  nicht UV-aktive, vernetzende Aminosäurederivate vor allem in 
Modellansätzen und in vivo untersucht worden (vgl. u.a. Brinkmann Frye et al, 1998; 
Degenhardt et al., 1998; Odani et al., 1998; Faist et al., 2002). Über die Bedeutung in 
Lebensmitteln ist - bis auf einige Aussagen in Arbeiten von Lederer und Mitarbeitern in 
jüngster Zeit - sehr wenig bekannt. 
4.5.1 Synthese von Standardmaterial 
Für eine quantitative Bestimmung von GOLD und MOLD war es zunächst nötig, beide 
Verbindungen als Standardmaterial zu synthetisieren. Entsprechend den Literaturangaben 
(Brinkmann Frye et al., 1998) wurde Hippuryllysin (HipLys) mit Glyoxal (GO) bzw. 
Methylglyoxal (MGO) bei 65°C bzw. 37°C mit Formaldehyd (FO) (molares Verhältnis 1:2:2) 
in wäßriger Lösung für 24 Stunden inkubiert. Dabei fiel in beiden Fällen der pH-Wert von 
anfangs 5,5 auf 3 ab. Das Arbeiten mit Hippuryllysin anstatt von Lysin oder anderen α-
geschützten Lysinderivaten (z.B. Acetyllysin) bietet zwei Vorteile: Zum einen wird durch den 
Hippuryl-Rest die α-Aminogruppe des Lysins geschützt, so daß für eine Reaktion nur die ε-
Aminogrupppe zur Verfügung steht, zum anderen ermöglicht er eine UV-Detektion dieser 
beiden nicht UV-aktiven Crosslinks. Die Ansätze wurden mittels HPLC an einer C18-Säule 
(Eurospher 100 C18, 5 µm, 125 x 4,6 mm) analysiert. Als Eluent diente ein Gradient aus 
0,1 % Eisessig / 0,1 % Triethylamin in Wasser und Acetonitril. In Abb. 4.5-1 sind zwei 
Chromatogramme dieser Ansätze dargestellt: Man erkennt, daß jeweils ein Peak dominiert. 
Dabei handelt es sich um HipGOLD bzw. HipMOLD. Darüber hinaus ist bei 23 min ein Peak 
zu erkennen (nicht in Abb. 4.5-1 dargestellt), der durch Standardaddition eindeutig dem Edukt 
HipLys zugeordnet werden konnte. Eine Abspaltung des Hippuryl-Restes aus den Produkten 
ist nicht zu erkennen, da ein Peak für freie Hippursäure bei 36 min nicht detektierbar ist. Über 
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das Peakflächenverhältnis von HipLys zu HipGOLD bzw. HipMOLD kann ein über 90 %iger 
Umsatz abgeschätzt werden. Es ist bei dieser Berechnung jedoch zu berücksichtigen, daß 
HipGOLD/HipMOLD im Vergleich zu HipLys zwei Hippuryl-Reste und damit auch zwei 
Chromophore tragen. Dadurch ist der molare Extinktionskoeffizient nicht identisch und die 
UV-Peaks nicht direkt vergleichbar. Für die Abschätzung wurde daher die Peakfläche von 
HipGOLD/HipMOLD halbiert. Die für die Reaktion eingesetzten Dicarbonyle Glyoxal bzw. 
Methylglyoxal und Formaldehyd detektieren bei 228 nm nicht. 
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Abb. 4.5-1: RP-HPLC-Chromatogramme (überlagert): Inkubationsansätze für HipGOLD 
und HipMOLD; Inkubationsbedingungen: molares Verhältnis HipLys : GO 
bzw. MGO : FO 1:2:2, 65°C (HipGOLD) bzw. 37°C (HipMOLD) für 24 h; 
Säule: Eurospher 100 C18, 5 µm, 125 x 4,6 mm (iD); Fluß: 1,0 ml/min, 
Wasser-Acetonitril-Gradient; UV-Detektion: λ= 228 nm 
 
126  4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
Auf Grund der sehr guten Trennung und einer nicht zur Verfügung stehenden präparativen 
HPLC-Anlage, wurden HipGOLD und HipMOLD in analytischem Maßstab aus den Ansätzen 
durch Fraktionierung erhalten. Für die weiteren Untersuchungen und die Verwendung als 
Standardmaterial mußten die Hippuryl-Reste abgespaltet werden, damit die freien 
Verbindungen vorliegen. Da aus der Literatur bekannt ist, daß GOLD und MOLD säurestabil 
sind, konnte die Hydrolyse mittels Salzsäure erfolgen. Es bildet sich aus dem Hippuryl-Rest 
Benzoesäure und Glycin. Im Hydrolysat kann mittels UV-Detektion nur noch Benzoesäure 
nachgewiesen werden. Daher ist für die Detektion eine Derivatisierung nötig. 
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Abb. 4.5-2: ASA-Chromatogramm eines HipGOLD-Hydrolysates (6 M Salzsäure, 
110°C/23 h); Säule: Kationenaustauscher 125 x 4,6 mm (iD); Trennprogramm 
nach 3.3.5.5; Ninhydrin-Derivatisierung, Detektion: λ= 570 nm 
 
Für die chromatographische Untersuchung der Hydrolysate bot sich die Aminosäureanalyse 
an einem Kationenaustauscher mit nachfolgender Ninhydrin-Derivatisierung und Detektion 
der Derivate bei 570 nm an. Weil davon ausgegangen werden konnte, daß die hydrolysierten 
Fraktionen fast ausschließlich die aus HipGOLD bzw. HipMOLD entstandenen Strukturen 
Benzoesäure, Glycin und GOLD bzw. MOLD enthielten, war es möglich, das für die 
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Aminosäuretrennung etablierte Programm zu verwenden. Glycin diente dabei als interner 
Standard zur Berechnung der tatsächlich in den Präparaten vorliegenden GOLD- bzw. 
MOLD-Gehalte. Bezogen auf die jeweiligen, zur Hydrolyse eingesetzten Hippuryl-Derivate 
konnte ein Anteil von 33 % GOLD und 37 % MOLD ermittelt werden. Die ASA-Trennung 
für das säurehydrolysierte HipGOLD ist in Abb. 4.5-2 wiedergegeben. 
Wegen der Nachsäulenderivatisierung bei der Aminosäureanalyse ist diese Methode jedoch 
nicht geeignet, um aus den Hydrolysaten die freien Verbindungen GOLD und MOLD zu 
fraktionieren. Zu diesem Zweck wurden die aus den Inkubationsansätzen isolierten Hippuryl-
Derivate (HipGOLD: 160 mg, entsprechend 52,8 mg GOLD (theoretisch); HipMOLD: 
150 mg, entsprechend 55,5 mg MOLD (theoretisch)) mit Salzsäure hydrolysiert, die 
Hydrolysate zur Trockene eingeengt und in Wasser wieder gelöst. Jede dieser schwach sauer 
reagierenden Lösungen (pH 5,8 bzw. 5,6) wird auf eine Kationenaustauscher-Säule (Dowex 
50X8 400 mesh, 100 x 13 mm) aufgegeben. Die Säule wird zunächst mit Wasser, dann mit 
Salzsäure verschiedener Konzentration eluiert. Die Eluate werden in Fraktionen zu 5 ml 
gesammelt und mittels Tüpfelreaktion mit Ninhydrin auf Aminokomponenten analysiert. 
Dabei ergibt sich in den Eluaten mit 2 M und mit 6 M Salzsäure jeweils ein Bereich von 
aufeinanderfolgenden, positiv reagierenden Fraktionen. Durch Überprüfung dieser beiden 
Fraktionen mittels ASA konnte eindeutig gezeigt werden, daß Glycin mit 2 M Salzsäure und 
GOLD/MOLD erst bei 6 M Salzsäure eluiert. Nach Einengen der Fraktionen, mehrmaligem 
Waschen mit Wasser und zweimaliger Gefriertrocknung erhält man 18,7 mg GOLD x Cl 
(entsprechend 16,9 mg GOLD) bzw. 33,5 mg MOLD x Cl (entsprechend 30,3 mg MOLD). 
Dies liefert bezogen auf die eingesetzten Hippuryl-Derivate Ausbeuten von 32 % bzw. 55 %. 
Auf Grund der relativ geringen Substanzmengen wurde darauf verzichtet, die Reinheit der 
Präparate mittels Elementaranalyse zu bestimmen. Zur Abschätzung der Reinheit wurde ein 
Aliquot mittels ASA analysiert. Die Fläche für den GOLD- bzw. MOLD-Peak wurde mit dem 
entsprechenden Peak aus einem zuvor gemessenen (identische Bedingungen, v.a. Ninhydrin-
Lösung) HipGOLD- bzw. HipMOLD-Hydrolysat verglichen. So ist es möglich, über die 
Quantifizierung des in den Hydrolysaten enthaltenen Glycins auf die molare Menge an 
GOLD/MOLD in den Hydrolysaten umzurechnen und mittels Flächenvergleich die molare 
Menge GOLD/MOLD in den Präparaten zu bestimmen. Daraus ergibt sich für GOLD eine 
Reinheit von 96 % und für MOLD von 91 %. 
Die Identität und Reinheit der Präparate wurde durch folgende Verfahren überprüft: Zunächst 
erfolgte eine Messung am Aminosäureanalysator, wobei außer dem immer auftretenden 
Ammoniak-Peak keine weiteren Ninhydrin positiven Komponenten detektiert werden konnten 
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(Abb. 4.5-3). Beide Verbindungen sind im basischen Bereich des Trennprogramms zu finden, 
in dem z.B. auch Histidin und Lysin eluieren. 
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Abb. 4.5-3: ASA-Chromatogramme eines Aminosäurestandardgemisches (oben; injizierte 
Menge: 10 nmol pro Aminosäure) und der GOLD- bzw. MOLD-
Standardpräparate (unten; überlagert); Säule: Kationenaustauscher 125 x 
4,6 mm (iD); Trennprogramm nach 3.3.5.5; Ninhydrin-Derivatisierung, 
Detektion: λ= 570 nm 
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Die Molmassen der beiden Verbindungen wurden mittels Massenspektrometrie ermittelt. 
Dazu wurden GOLD und MOLD direkt in den Detektor eines LC-MS-Systems (Institut für 
Organische Chemie, Dr. Kroschwitz) injiziert. Auf eine vorgeschaltete HPLC-Trennung 
wurde verzichtet, da das dort etablierte Gradienten-Elutionsprogramm keinen wesentlichen 
Unterschied zu dem bereits bei der HPLC-Fraktionierung benutzten System erkennen ließ. Da 
beide Verbindungen eine positive Ladung tragen, konnte die Ionisierungsspannung gering 
gewählt werden, so daß es kaum zu Fragmentierungen kommt. Man erhält für GOLD den 
größten Peak bei m/z = 327 und für MOLD bei m/z = 341, was den jeweiligen Molmassen 
entspricht (Abb. 4.5-4). Höhere Ionisierungsspannungen lieferten zwar eine ausgeprägtere 
Fragmentierung, ohne aber eine Verunreinigung erkennen zu lassen. 
 
 
 
Abb. 4.5-4: MS-Spektren von GOLD (oben) und MOLD (unten); 
Ionisierungsspannung 25 V 
 
Abschließend wurden mit den Präparaten noch NMR-Experimente durchgeführt. Die 
Zuordnung der einzelnen Signale ist in 3.6.2 zu finden. Als Ergebnis konnten die Strukturen 
wiedergefunden und nur geringfügige Verunreinigungen festgestellt werden. 
Aufbauend auf die sehr hohen Umsatzraten bei der Reaktion von HipLys mit den jeweiligen 
Dicarbonylen und den guten Ergebnissen im Rahmen der Aufreinigung mittels 
Ionenaustauschchromatographie (IEC), wurde am Beispiel von GOLD versucht, eine 
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Synthese ohne zeitaufwendige HPLC-Fraktionierung durchzuführen. Da es nicht erforderlich 
war, daß sowohl das Edukt Lysin als auch das Produkt GOLD nach der Inkubation im UV 
detektierbar sein mußten, wurde statt HipLys nun Acetyllysin (AcLys) verwendet. Dies hat 
den Vorteil, daß bei der Säurehydrolyse (3 h, 110°C) neben GOLD und Lysin (als nicht 
umgesetztes Edukt) nur noch Essigsäure gebildet wird. Durch die 
Ionenaustauschchromatographie (identische Bedingungen wie bei der Aufreinigung der 
Hippuryl-Derivate) kann diese ohne Probleme von GOLD und Lysin abgetrennt werden. 
0
50
100
150
200
250
300
350
400
0 10 20 30 40 50 60 7
Retentionszeit [min]
[m
V]
Lys
GOLD
0
 
Abb. 4.5-5: ASA-Chromatogramme (überlagert): Fraktionen F1 (schwarz, unverdünnt) und 
F3 (rot, 1:10 verdünnt) des Acetyllysin-Inkubationsansatzes nach 
Säurehydrolyse und IEC; Trennprogramm nach 3.3.5.5; Ninhydrin-
Derivatisierung, Detektion: λ= 570 nm 
 
Die Trennung erfolgte durch Elution mit steigender Salzsäurekonzentration, wobei die 
erhaltenen Fraktionen mit Ninhydrin-Tüpfelreaktion auf Lysin und GOLD untersucht wurden. 
Positive Fraktionen wurden mittels ASA zur Identifizierung der enthaltenen Aminosäuren 
analysiert. Bei der Elution mit 4 M Salzsäure wurde in den ersten Fraktionen (F1) der 
Hauptanteil des Lysins gefunden, zum Ende (F2) war des Eluat lysinfrei, jedoch konnten 
4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION  131 
geringe Mengen an GOLD detektiert werden. Die Hauptmenge des Produktes eluierte mit 
6 M Salzsäure (F3) (Abb. 4.5-5). Man erhält GOLD in einer Ausbeute von 43 % bezogen auf 
die eingesetzte Acetyllysin-Menge. Damit liegt die Ausbeute deutlich höher als bei der 
Synthese über Hippuryllysin (GOLD: 29 % bezogen auf das eingesetzte Hippuryllysin). 
Damit stellt die Synthese von GOLD-Standardmaterial über Acetyllysin mit anschließender 
Reinigung durch IEC eine deutlich schnellere Möglichkeit dar als das aus der Literatur 
bekannte Verfahren mit HipLys und HPLC-Fraktionierung. Es ist davon auszugehen, daß 
dieses zeitlich optimierte Verfahren auch für MOLD angewendet werden kann. 
4.5.2 Bildungstudien 
Wells-Knecht et al. (1995a) postulierten für GOLD und MOLD einen Bildungsmechanismus, 
bei dem das vorhandene Formaldehyd nicht an der Reaktion beteiligt ist. Dieser Mechanismus 
wird auch in aktuellen Publikationen immer wieder angeführt (z.B. Glomb et al., 2001a). 
Daher sollte nun untersucht werden, welchen Einfluß die molaren Verhältnisse der 
Reaktionspartner untereinander bzw. das Fehlen einzelner Komponenten auf die Ausbeute an 
GOLD und MOLD haben. Im Folgenden werden aus Gründen der besseren Übersichtlichkeit 
nur die Ergebnisse für GOLD dargestellt, da sich bei allen Untersuchungen für MOLD 
analoge Resultate ergaben. 
Zunächst wurde HipLys zum einen mit Glyoxal, jedoch ohne Formaldehyd, zum anderen 
exklusiv mit Formaldehyd ohne Dicarbonyl-Zusatz umgesetzt. Die Inkubationsbedingungen 
(Temperatur, Zeit, molare Verhältnisse der Reaktionspartner, etc.) waren identisch mit den in 
der Literatur angegebenen und bereits verwendeten Parametern. In beiden Fällen tritt ein 
ausgeprägter Peak des Eduktes HipLys auf, so daß auf einen eher geringen Umsatz 
geschlossen werden kann. Außerdem ist ein Peak detektierbar, der die gleiche Retentionszeit 
besitzt wie Hippursäure. Dabei findet die Abspaltung der Schutzgruppe im Falle des 
Glyoxal-freien Ansatzes verstärkt statt. Ursache hierfür ist der niedrigere pH-Wert dieses 
Ansatzes (HipLys und GO: pH 5,6; HipLys und FO: pH 4,8). Das Produkt HipGOLD wird 
bei der Reaktion von HipLys mit Glyoxal gebildet, jedoch nur in einem sehr geringen 
Umfang. Die Reaktion von HipLys und Formaldehyd zeigt bei der Retentionszeit von 
HipGOLD nur einen kleinen Peak, der aber wegen der Vielzahl neu gebildeter Peaks nicht 
sicher HipGOLD zugeordnet werden kann (Abb. 4.5-6). 
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Abb. 4.5-6: RP-HPLC-Chromatogramme (überlagert): Vergleich der Ansätze von HipLys 
mit Glyoxal (schwarz) bzw. Formaldehyd (rot), Inkubationsbedingungen: 
molares Verhältnis HipLys:GO bzw. FO 1:2, 65°C/24 h; Säule: Eurospher 100 
C18, 5 µm, 125 x 4,6 mm (iD); Fluß: 1,0 ml/min, Wasser-Acetonitril-Gradient; 
UV-Detektion: λ= 228 nm 
 
Aus den Ergebnissen dieser Messungen kann geschlossen werden, daß eine GOLD-Bildung 
im Sinne des in der Literatur beschriebenen Mechanismus stattfindet. Dieser Weg stellt aber 
aus quantitativer Sicht nicht die Hauptreaktion dar, wenn man die Umsatzraten bei der 
Inkubation aller drei Reaktionspartner (HipLys, GO, FO) berücksichtigt. Es zeigt sich 
vielmehr, daß Formaldehyd eine bedeutende Rolle im Reaktionsgeschehen besitzt. Daher 
wurden HipLys und Glyoxal (molares Verhältnis 1:2) mit steigenden Anteilen (0; 0,2; 1; 5) 
Formaldehyd in separaten Ansätzen inkubiert. Die in Abb. 4.5-7 dargestellten 
Chromatogramme belegen eine kontinuierliche Abnahme der Ausgangsverbindung HipLys 
mit steigendem Formaldehyd-Gehalt. Die Bildung von HipGold korreliert zunächst ebenfalls 
mit der zugegebenen FO-Menge. Nur bei einem Verhältnis HipLys:GO:FO 1:2:5 verringert 
sich der HipGOLD-Umsatz wieder und es entstehen detektierbare Nebenprodukte. Damit 
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kann festgestellt werden, daß es ein optimales Verhältnis der Reaktionspartner gibt. Eine zu 
hohe Formaldehyd-Konzentration im Syntheseansatz wirkt sich negativ auf die HipGOLD-
Umsatzrate und auf die Reinheit des Präparates aus. 
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Abb. 4.5-7: RP-HPLC-Chromatogramme (überlagert): Einfluß des Formaldehydanteils auf 
die HipGOLD-Bildung; Angabe der molaren Verhältnisse; chromatographische 
Parameter siehe Abb. 4.5-6; UV-Detektion: λ= 228 nm 
 
In weiteren Untersuchungen konnte die Zeitabhängigkeit der HipGOLD-Bildung 
nachgewiesen werden. Mit steigender Inkubationszeit (3 h, 6 h, 24 h) nimmt HipLys ab und 
HipGOLD eindeutig zu. Es wurde außerdem überprüft, ob die Bildung von HipGOLD durch 
Hydroxymethyl-Derivate des Lysins beeinflußt wird. Dazu wurde zum einen HipLys mit 
Formaldehyd eine Stunde lang bei Raumtemperatur stehengelassen und anschließend mit 
Glyoxal versetzt, zum anderen wurden alle drei Reaktionspartner – wie üblich – sofort 
inkubiert. Als Ergebnis konnte kein Unterschied festgestellt werden. 
Um den Einbau von Formaldehyd in das HipGOLD-Molekül nachweisen zu können, erfolgte 
die Inkubation unter den üblichen Bedingungen, jedoch wurde anstelle des „normalen“ 
Formaldehyds ein 13C-markierter eingesetzt. Ein Beteiligung des Formaldehyd an der 
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Reaktion zu HipGOLD muß sich daher im Vergleich zur herkömmlichen Umsetzung in einer 
um eine Masseneinheit erhöhten Masse des Moleküls niederschlagen. Bei der Überprüfung 
mittels HPLC waren in dem 13C-markierten Ansatz keine Veränderungen zu den gewohnten 
Chromatogrammen erkennbar. Es wurde der HipGOLD-Peak fraktioniert und mittels LC-MS 
die Molmasse dieser Verbindung bestimmt (Abb. 4.5-8). Diese liegt bei m/z = 650 und damit 
genau um eine Masseneinheit höher als das bereits synthetisierte HipGOLD. 
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 Reaktionsmechanismus hat dies zur Konsequenz, daß GOLD und MOLD nur in 
rdnetem Maße aus zwei Molekülen Hippuryllysin und zwei Molekülen Glyoxal bzw. 
lyoxal gebildet werden, sondern die Reaktion hauptsächlich unter Beteiligung von 
ol α-Dicarbonyl und einem Mol Formaldehyd abläuft (Abb. 4.5-9). Dabei reagiert 
icarbonyl mit den ε-Aminogruppen von zwei Lysinmolekülen zu einem Diimin. 
ann durch Einbau von Formaldehyd zunächst einen Fünfring bilden, aus dem unter 
bspaltung GOLD bzw. MOLD entstehen. Im Gegensatz zur Literatur ist hier keine 
4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION  135 
Abspaltung von Ameisensäure bzw. Essigsäure aus einem zweiten Dicarbonyl nötig, um 
GOLD und MOLD zu bilden. Auf Grund der eingesetzten Menge ist ein enzymatischer 
Nachweis beider organischer Säuren möglich. Ein auf Ameisensäure untersuchter HipGOLD-
Ansatz lieferte jedoch nur sehr geringe Gehalte an diesem Analyten. Es kann abgeschätzt 
werden, daß nur ca. 5-10 % der theoretisch nach dem Reaktionsmechanismus gebildeten 
Ameisensäure-Menge gefunden werden. Dadurch konnte bestätigt werden, daß zwar der in 
der Literatur postulierte Mechanismus abläuft, er jedoch nicht den Hauptreaktionsweg 
darstellt. 
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Abb. 4.5-9: Postulierter Mechanismus zur Bildung von GOLD und MOLD 
 
4.5.3 Bestimmung von GOLD und MOLD in Lebensmitteln und 
Caseinmodellansätzen mittels ASA 
Um die Bedeutung von GOLD und MOLD für verarbeitete Lebensmittel abschätzen zu 
können, war es nötig eine Bestimmungsmethode zu entwickeln. Es wurde die 
Aminosäureanalyse ausgewählt, da sie bereits zur Bestimmung anderer Crosslinks wie LAL, 
HAL oder Pentosidin angewendet wird und durch die Nachsäulenderivatisierung eine gute 
Detektionsmöglichkeit für GOLD und MOLD bietet. Probleme bereitet jedoch das 
Elutionsverhalten von GOLD und MOLD in der ASA-Trennung: Beide Crosslink-
Aminosäuren eluieren im basischen Bereich und liegen daher eng sowohl bei den 
proteinogenen Aminosäuren Lysin und Histidin als auch bei dem Crosslink LAL. Teilweise 
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ist eine unzureichende Trennung, teilweise sogar eine fast vollständige Coelution zweier 
Peaks zu beobachten. Aus diesem Grund war es in Anlehnung an die Optimierung des 
LAL/HAL-Trennprogramms erforderlich, eine Vergrößerung der Retentionszeitdifferenzen 
der einzelnen Peaks zu erreichen. Dies geht jedoch mit einer deutlichen Verschlechterung der 
Trennleistung im sauren und neutralen Bereich des Chromatogramms einher. Eine Bedingung 
für den schnellen Übergang von der Routineanalytik auf das spezielle GOLD/MOLD-
Trennprogramm ist, daß möglichst identische Elutionspuffer und die gleiche Säule verwendet 
werden. 
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Abb. 4.5-10: 
ASA-Chromatogramme: Einfluß der
Pufferflußrate auf die Trennung von
GOLD, His, MOLD und Lys;
Trennprogramm nach 3.3.5.4;
Pufferfluß: 16,0 ml/h, 15,5 ml/h
bzw. 15,0 ml/h; Ninhydrin-
Derivatisierung, Detektion: λ=
570 nm 
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Eine ausschließliche Veränderung in der Reihenfolge und der Dauer der eingesetzten Puffer 
erbrachte nicht das gewünschte Resultat. Daraufhin wurde der Pufferfluß verändert. 
Abb. 4.5-10 zeigt die Trennung eines Aminosäure-Standardgemisches, das mit GOLD und 
MOLD dotiert wurde (injizierte Menge: 5 nmol Aminosäure, 0,3 nmol GOLD, 0,2 nmol 
MOLD), bei den Flußeinstellungen 16,0, 15,5 und 15,0 ml/h. Will man GOLD und MOLD 
parallel bestimmen, so liefert die Einstellung 15,0 ml/h die beste Trennung, da es hier zu einer 
sehr guten Abtrennung zwischen GOLD und His bzw. zu einer Antrennung der Peaks von 
MOLD und Lys kommt. Für eine ausschließliche MOLD-Quantifizierung ist die Einstellung 
16,0 ml/h am besten geeignet, weil dort eine weitestgehende Trennung von MOLD und Lys, 
jedoch auf Kosten der GOLD-Abtrennung möglich ist. Zur weiteren Optimierung wurde der 
pH-Wert des Puffers 4 von 5,25 auf 5,1 abgesenkt. Dabei konnte bei einem Fluß von 
15,5 ml/h eine gute Trennung von MOLD und Lys erreicht werden (Abb. 4.5-11). 
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Abb. 4.5-11: 
ASA-Chromatogramme: 
Veränderung des pH-Wertes von
Puffer 4; Trennprogramm nach
3.3.5.4; Pufferfluß: 15,5 ml/h;
Ninhydrin-Derivatisierung, 
Detektion: λ= 570 nm 
Für die gleichzeitige Bestimmung von GOLD und MOLD in Proteinhydrolysaten sind neben 
einem optimierten Trennprogramm die Veränderungen des Pufferflußes von 16,0 ml/h auf 
15,5 ml/h und des pH-Wertes von Puffer 4 auf 5,1 entscheidend. Außerdem ist das 
Peakflächenverhältnis GOLD/His bzw. MOLD/Lys sehr wichtig für den Nachweis und die 
Bestimmung beider Crosslinks. Geringe Mengen GOLD und MOLD (0,02 nmol pro 
138  4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
Injektion) lassen sich bei His- und Lys-Gehalten, die mit 10 nmol pro Injektion an der oberen 
Kalibrationsgrenze liegen, noch nachweisen (Faktor 500). Liegen jedoch nur jeweils 5 nmol 
His und Lys vor, so ist die Detektion von GOLD und MOLD sogar bis 0,005 nmol möglich 
(Faktor 1000). Die Untersuchungen wurden an Mischungen von Aminosäurestandards mit 
GOLD- und MOLD-Standardmaterial durchgeführt. Für die Analytik von Lebensmitteln ist es 
aber nötig, die Nachweis- und Bestimmungsgrenze der beiden Aminosäurederivate in einer 
entsprechenden Matrix zu ermitteln. Hierfür wurde aus Rohmilch isoliertes Casein 
ausgewählt (GOLD- und MOLD-frei), das nach Säurehydrolyse mit unterschiedlichen 
Konzentrationen an GOLD und MOLD dotiert wurde. Die eingesetzte Proteinmenge war so 
groß, daß Lys, aber auch His im oberen Bereich der Kalibration lagen. Eine Nachweisgrenze 
ist wegen Matrixeinflüssen und gewisser Schwankungen im Grundrauschen bei der 
Aminosäureanalyse sehr schlecht anzugeben. Dagegen ist die Bestimmung von jeweils 
100 µmol GOLD bzw. MOLD in 100 g Protein (327 ppm GOLD bzw. 347 ppm MOLD) noch 
sicher möglich (ermittelt an zwei verschiedenen Proben, die doppelt bestimmt wurden). Für 
die anschließende Quantifizierung von GOLD und MOLD in Lebensmittelproben und 
Caseinmodellansätzen wurde eine Kalibration in Rohmilchcasein-Matrix durchgeführt. 
Findet eine Bildung von GOLD und MOLD in Michprodukten statt? Zur Beantwortung dieser 
Frage wurde zunächst ein Modellsystem verwendet, in dem Casein (aus Rohmilch) mit 
Glyoxal bzw. Methylglyoxal mit und ohne Formaldehyd bei 110°C und 160°C für eine 
Stunde in wäßriger Lösung inkubiert wurden. Es wurde ein äquimolares Verhältnis von Lysin 
(aus dem Casein), GO/MGO und FO gewählt. Nach der Inkubation erfolgte eine 
Salzsäurehydrolyse und eine Quantifizierung mittels ASA. 
In den GO-haltigen Ansätzen wurde grundsätzlich kein MOLD gefunden und in den MGO-
haltigen kein GOLD. Man kann aus Abb. 4.5-12 mehrere Ergebnisse ableiten: Das Erhitzen 
der Casein-Lösung alleine liefert temperaturunabhängig weder GOLD noch MOLD. Für die 
Bildung beider Crosslinks in Proteinen ist aus quantitativer Sicht das Vorliegen von 
Formaldehyd von entscheidender Bedeutung. Dabei wird MOLD in geringem Umfang auch 
nur aus Methylglyoxal gebildet, wobei der analoge Weg für GOLD praktisch nicht in 
Erscheinung tritt. Diese Nebenreaktion ist von der Temperatur unabhängig. Für die FO-
haltigen Ansätze ist jedoch eine Temperaturabhängigkeit zu beobachten. Sowohl für GOLD 
als auch für MOLD liegen die Gehalte bei 160°C um 15 % unter denen bei 110°C. Als 
Ursache sind durch die erhöhte Energiezufuhr bedingte Nebenreaktionen der Dicarbonyle 
anzunehmen, so daß diese nicht mehr für den Reaktionsweg zur Verfügung stehen. Insgesamt 
ist MGO deutlich reaktiver als GO, was sich in einer doppelt so hohen MOLD- wie GOLD-
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Konzentration abzeichnet. Dies wurde bereits in vivo von verschiedenen Autoren beschrieben 
(Brinkmann Frye et al., 1998; Degenhardt et al., 1998). Bis zu 17 % (MOLD aus Ansatz 
„CN+MGO+FO 110°C“) des im Casein enthaltenen Lysins wird durch die Dicarbonyle 
blockiert. Ein Vergleich mit der durch LAL verursachten Lysin-Blockierung in stärker 
erhitzten Milchprodukten zeigt, daß diese bei ca. 1 – 2 % und damit um den Faktor 10 
geringer liegt als die durch MOLD verursachte. Aus den Modellansätzen ist abzuleiten, daß 
GOLD und MOLD für Milchprodukte nicht von Bedeutung sind. Technologisch hergestellte 
Produkte bilden auch bei Erhitzungsverfahren wie der Sterilisation nicht in dem Umfang 
Dicarbonyle und Formaldehyd, wie sie für eine aus quantitativer Sicht bedeutsame 
GOLD/MOLD-Bildung erforderlich wären. Die hohe Lysin-Blockierung aus dem Modell 
kann daher in Milchprodukten nicht erreicht werden, weshalb der Beitrag von GOLD und 
MOLD sowohl zur Quervernetzung als auch zur Lysin-Schädigung gering ist. 
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Abb. 4.5-12: Gehalt an GOLD (grau) und MOLD (weiß) in den Caseinmodell-
Inkubationsansätzen (äquimolares Verhältnis von Lysin, GO/MGO und FO; 
110°C bzw. 160°C für 1 h; anschließende Salzsäurehydrolyse); Quantifizierung 
mittels ASA 
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Eine Untersuchung von unterschiedlichen Lebensmitteln, die bei ihrer Herstellung einem 
stärkeren Erhitzungs- oder Röstprozeß unterzogen worden waren, schloß sich an. Dazu 
wurden Laugenbreze (Kruste und Krume getrennt), Holzofenbrot (Kruste und Krume 
getrennt), Salzstangen, Knäckebrot, Pumpernickel, Kaffee und ein Malzgetränk nach 
Hydrolyse mittels ASA analysiert. Die Quantifizierung in Kaffee ist nicht möglich, da der 
hohe Ornithin-Gehalt des Kaffees die Bestimmung stört: GOLD und Ornithin koeluieren. In 
der Brezen- und Brot-Kruste konnte GOLD in einer Konzentration von 110 µmol/100 g 
(360 ppm) bzw. 125 µmol/100 g (410 ppm) Kruste bestimmt werden. Für alle anderen 
Lebensmittel war der Nachweis negativ. MOLD konnte in keiner Probe detektiert werden. 
Diese Resultate erlauben zwei Schlußfolgerungen: Die Bestimmung von GOLD und MOLD 
mit dem hier vorgestellten ASA-Verfahren ist nur für Proben mit sehr hohen Gehalten 
geeignet. Für einen Großteil von Lebensmitteln reicht jedoch die Empfindlichkeit nicht aus, 
um beide Crosslinks quantifizieren zu können. Auf der anderen Seite ist davon auszugehen, 
daß GOLD und MOLD in deutlich geringeren Gehalten gebildet werden als LAL und HAL 
oder andere Crosslink-Aminosäuren. 
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5 Zusammenfassung 
Milch und Milchprodukte können im Rahmen der Herstellung und Lagerung unterschiedliche 
Veränderungen erfahren. Die Bildung von reversiblen und irreversiblen 
Proteinquervernetzungen ist eine sowohl aus technologischer als auch aus 
ernährungsphysiologischer Sicht bedeutende Modifikation. Die für diese Oligomerisation 
verantwortlichen Aminosäurederivate (Crosslinks) können durch Reaktion von Aminosäuren 
untereinander oder von Aminosäuren mit Kohlenhydraten oder deren Reaktionsprodukten 
(Maillard-Reaktion) gebildet werden. Aus der Literatur ist bekannt, daß die in Milch und 
Milchprodukten analytisch meßbare Proteinquervernetzung nur zum Teil durch bekannte 
Crosslink-Strukturen erklärbar ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, zunächst die 
irreversible Caseinquervernetzung für eine repräsentative Anzahl unterschiedlicher 
Milchprodukte zu ermitteln und anschließend mit den Gehalten der bis jetzt bekannten und 
für Lebensmittel bedeutenden Crosslinks in diesen Produkten zu vergleichen. Da die 
bekannten Crosslinks nicht ausreichen, um die meßbare Oligomerisation zu erklären, müssen 
weitere, bis jetzt unbekannte Strukturen an der Quervernetzung beteiligt sein. Die nähere 
Charakterisierung und Identifizierung einiger dieser quervernetzender Aminosäuren war ein 
weiteres Ziel dieser Arbeit. 
1 Aufbauend auf Arbeiten von Walter (1995) wurde zunächst die für die Messung der 
Caseinoligomerisation nötige Probenaufarbeitung (Entfettung, Caseinisolierung) optimiert. 
Als für die weiteren Untersuchungen besonders günstig erwies sich dabei ein 
Isolierungsverfahren mittels Natriumacetatpuffer (0,1 M, pH 4,4), der zur Caseinpräzipitation 
mit der Milchprobe direkt gemischt wird. Der Vorteil gegenüber einer Fällung mit Salzsäure 
liegt u.a. in einem deutlich feinkörnigeren Isolat, das sich bedeutend besser wieder lösen läßt. 
Wegen des teilweise hohen Fettgehaltes bestimmter Milchprodukte (z.B. Kondensmilch) ist 
es für die Analytik in der Regel erforderlich, das Casein im Rahmen der Aufarbeitung zu 
Entfetten. Durch die Kombination der Fällung durch Acetatpuffer mit einer Entfettung des 
Präzipitates mittels Aceton und Ethanol konnte für ein breites Produktspektrum (pasteurisierte 
Milch bis Sterilmilch) eine geeignete Methode zur Probenaufarbeitung etabliert werden. Im 
Gegensatz zu anderen Verfahren (Behandlung mit organischen Lösungsmitteln, Aceton und 
Ethanol kombiniert mit Salzsäurefällung) liefert die Analyse des so erhaltenen Caseins den 
geringsten Fett- (3 %, butyrometrisch bestimmt) und den höchsten Proteingehalt (86 %, 
Kjeldahl-Verfahren). Gelpermeationschromatographische Untersuchungen (GPC) zeigten, 
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daß dieses Entfettungsverfahren keinen Einfluß auf die Oligomerenverteilung hat und somit 
eine lösungsmittelinduzierte Quervernetzung ausgeschlossen werden kann. 
2 Mit dem optimierten Verfahren wurden 60 handelsübliche Milchprodukte (Rohmilch, 
pasteurisierte und UHT-Milch, wärmebehandelte Kondensmilch, Sterilmilch, flüssige 
Säuglingsnahrung, sprüh- und walzengetrocknetes Milchpulver) aufgearbeitet, das isolierte 
Casein mittels einer Molmassen kalibrierten GPC auf seinen Anteil an irreversibler 
Oligomerisation untersucht und mit den durch Aminosäureanalyse in den säurehydrolysierten 
Caseinen erhaltenen Werten für die bekannten Crosslinks Lysinoalanin (LAL) und 
Histidinoalanin (HAL) verglichen. Für die gemessene Quervernetzung wurde aus der durch 
die GPC ermittelte Oligomerenverteilung die minimale Crosslinkaminosäurekonzentration 
CLAAmin berechnet, die zur Erklärung dieser Oligomerisation mindestens erforderlich ist. Ein 
Vergleich zwischen berechneter CLAAmin und den gemessenen Gehalten an LAL und HAL 
zeigt, daß beide Crosslinks in keiner Probe alleine die Quervernetzung erklären können. Bei 
schwach erhitzten Proben (UHT-Milch, irreversible Oligomerisation bis 10 %) ist der Anteil 
der unbekannten, noch fehlenden Crosslinks eher gering. Dagegen ist in Sterilprodukten, die 
eine 40-50 %ige irreversible Caseinquervernetzung zeigen, nur zirka die Hälfte von CLAAmin 
durch LAL und HAL erklärbar. Damit sind in Milchprodukten - abhängig von der Erhitzung - 
neben den bekannten Crosslinks LAL und HAL noch in erheblichem Umfang andere, 
unbekannte Strukturen an der Oligomerisation beteiligt. 
3 Da über das Ausmaß der inter- bzw- intramolekularen Bildung von LAL und HAL keine 
gesicherten Erkenntnisse in der Literatur vorlagen, war eine Klärung dieser Frage für eine 
verläßliche Abschätzung des Quervernetzungsgeschehens in Milch unerläßlich. Zu diesem 
Zweck wurden mit Hilfe der präparativen GPC unter denaturierenden und reduzierenden 
Bedingungen die oligomerisierten Caseinfraktionen aus einer erhitzten Milchprobe 
(110°C/80 min; irreversible Oligomerisation von ca. 40 %) durch Fraktionierung isoliert. 
Neben dem Monomer erhält man das Di-, Tri- und Polymer des Caseins und zwei Nicht-
Casein-Stickstoff-Fraktionen (NCN), die vor allem die Molkenproteine enthalten. Nach 
Rechromatographie wurde in den säurehydrolysierten Caseinfraktionen mittels ASA der 
Gehalt an LAL und HAL bestimmt. Dabei betrug die Summe der beiden Crosslinks mit 
830 µmol/100 g Casein im Monomer nur zirka die Hälfte der Konzentration im Dimer 
(1570 µmol/100 g) bzw. zirka ein Drittel der Gehalte im Trimer (2150 µmol/100 g) und 
Polymer (2040 µmol/100 g). Aus diesen Ergebnissen konnte gefolgert werden, daß LAL und 
HAL sowohl intramolekular (Bildung im Monomer) als auch intermolekular (Bildung in den 
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Oligomeren über den Monomergehalt hinaus) gebildet werden. Berechnungen zeigen, daß in 
der untersuchten Probe nur ca. 40 % des im Casein meßbaren LAL und HAL intermolekular 
entstanden sind und damit zur Quervernetzung beitragen. Dies hat zur Konsequenz, daß der 
Anteil der noch unbekannten Crosslinks in den untersuchten Proben noch höher als 
angenommen ist. 
4 Ausgehend von Arbeiten von Schwarzenbolz (2000) konnte bei GPC-Messungen mit 
simultaner UV- und Fluoreszenz-Detektion in Caseinen aus unterschiedlich erhitzten 
Milchprodukten eine überproportionale Zunahme der Fluoreszenz im Vergleich zur UV-
Absorption in den Oligomeren (v.a. Polymer) beobachtet werden. Dabei war eine eindeutige 
Korrelation zwischen Intensität der Wärmebehandlung und Fluoreszenz zu erkennen. Proben, 
die nahezu frei von Kohlenhydraten sind, zeigen dieses Phänomen jedoch nicht. Zur 
Beschreibung dieser Beobachtungen wurde der Fluoreszenz-Index (FI) etabliert, der einen 
Zusammenhang zwischen der mittels UV und Fluoreszenz detektierbaren Oligomerisation 
darstellt. Die FI-Werte korrelieren mit den Anteilen der noch fehlenden, unbekannten 
Crosslinks in den einzelnen Produkten. Die Wellenlängenkombination λex/λem= 360/410 nm 
lieferte bei der gewählten Versuchsanordnung die größten Peaks und wurde deshalb für alle 
weiteren Messungen für die Fluoreszenz-Detektion verwendet. Auf Grund der 
überproportionalen Zunahme der Fluoreszenz besonders in den Oligomeren und nur in 
kohlenhydrathaltigen Proben kann als Ursache die Bildung von fluoreszierenden Crosslink-
Strukturen (FLCL), die im Rahmen der Maillard-Reaktion entstanden sind, angenommen 
werden. Für Lebensmittel ist Pentosidin das wohl am besten untersuchte FLCL, jedoch ist 
sein Beitrag zur Proteinoligomerisation aus quantitativer Sicht von untergeordneter 
Bedeutung (Henle et al., 1997). Ziel war es daher, aus Caseinen, die eine ausgeprägte 
Fluoreszenz in den Oligomeren aufweisen, individuelle Crosslinks zu identifizieren. Caseine 
(aus unerhitzter und erhitzter (110°C/80 min) Milch isoliert) wurden mittels verschiedener 
Hydrolysesysteme (Trypsin, enzymatische Totalhydrolyse, Salzsäure) behandelt und 
anschließend chromatographisch untersucht (GPC sowie RP-HPLC mit UV- und 
Fluoreszenzdetektion). In enzymatischen Hydrolysaten konnten keine oder nur sehr kleine 
Peaks mittels Fluoreszenz detektiert werden. Neben einer Abnahme war besonders auch eine 
Verteilung der Fluoreszenz über große Elutionsbereiche zu erkennen. Damit ist diese 
Analysestrategie nicht geeignet, die in den Caseinen vorhandenen FLCL zu identifizieren. Im 
Salzsäurehydrolysat des Caseins aus erhitzter Milch konnte mittels RP-HPLC ein intensiv 
fluoreszierender Peak mit einer Retentionszeit von 31 min (FP31) detektiert werden, der sich 
gut von den übrigen Peaks abtrennen ließ. FP31 wurde darüberhinaus sowohl in 
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unterschiedlich erhitzten Milch-Modellansätzen als auch in handelsüblichen Milchprodukten 
nachgewiesen und korreliert eindeutig mit dem Ausmaß der Wärmebehandlung. Da FP31 
nicht in den enzymatischen Hydrolysaten, sondern ausschließlich nach Säurehydrolyse 
detektierbar ist, muß es sich um ein Reaktionsprodukt handeln, das erst im Rahmen der 
Säurebehandlung gebildet wird. In der Literatur sind zwei fluoreszierende Verbindungen 
beschrieben, die im Rahmen der sauren Hydrolyse von Proteinen entstehen: „Maillard 
reaction product X“ (MRX) und 2-(2-Furoyl)-4(5)-(2-furanyl)-1H-imidazol (FFI). Um zu 
überprüfen, ob es sich bei FP31 um eine dieser Verbindungen handelt, wurden MRX und FFI 
in Modellansätzen als Referenzmaterial synthetisiert. Für FFI war hierzu die vorherige 
Synthese des Precursors Furoylglyoxal (FUGO) erforderlich. Da sich MRX, FFI und FP31 
sowohl in den Retentionszeiten bei der RP-HPLC als auch in ihren Fluoreszenzspektren 
deutlich unterscheiden, ist FP31 nicht mit diesen bekannten Strukturen identisch. 
Inkubationsansätze von Aminosäuren (Lysin, Arginin) mit Lactose, FUGO bzw. Formaldehyd 
wurden nach Säurehydrolyse auf das Vorliegen von FP31 analysiert, jedoch war in allen 
Fällen der Nachweis negativ. Damit dürften andere als die untersuchten Precursoren für die 
Bildung von FP31 verantwortlich sein. Die Struktur von FP31 konnte jedoch im Rahmen 
dieser Arbeit nicht mehr aufgeklärt werden. 
5 Die beiden auf die α-Dicarbonyle Glyoxal und Methylglyoxal zurückzuführenden 
Crosslinks Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) und Methylglyoxal-Lysin-Dimer (MOLD) sind 
besonders durch Quervernetzungsreaktionen in vivo bekannt. Es sollte durch 
Aminosäureanalyse (Ionenaustauschchromatographie mit Ninhydrinderivatisierung und UV-
Detektion bei λ= 570 nm) überprüft werden, inwieweit diese nicht fluoreszierenden und nicht 
UV-aktiven Crosslinks an der Proteinquervernetzung von Milchprodukten und anderen 
Lebensmitteln beteiligt sind. Dazu war es erforderlich, GOLD und MOLD als 
Referenzmaterial zu synthetisieren. Neben den in der Literatur beschriebenen Verfahren 
(Synthese der Hippurylderivate, Fraktionierung mit RP-HPLC und anschließender 
Ionenaustauschchromatographie IEC) konnte eine modifizierte Variante (Synthese der 
Acetylderivate und IEC) eingesetzt werden, die weniger zeit- und materialaufwendig ist und 
das Produkt in einer deutlich höheren Ausbeute liefert. Die Identität und Reinheit des 
Referenzmaterials wurde mittels ASA, Massenspektrometrie und Kernresonanzspektroskopie 
bestätigt. Durch Veränderungen im Trennprogramm, beim Pufferfluß und beim pH-Wert 
eines Puffers konnte die Aminosäureanalyse so optimiert werden, daß eine Trennung im 
basischen Elutionsbereich zwischen GOLD, Histidin, MOLD und Lysin möglich ist. Beide 
Verbindungen können bis zu Mindestgehalten von 330-350 ppm sicher bestimmt werden. Im 
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gesamten untersuchten Spektrum von Milchprodukten war ein Nachweis negativ. In anderen 
Lebensmitteln (Brot, Breze, Pumpernickel, Kaffee, Knäckebrot, Salzstangen, Malzgetränk) 
konnte GOLD in Konzentrationen von 360 bzw. 410 ppm nur bei Brezen- und Brotkruste 
bestimmt werden. Aus quantitativer Sicht ist diesen beiden Crosslinks für die 
Proteinquervernetzung in Milchprodukten und in den meisten Lebensmitteln ein eher geringer 
Stellenwert zuzuordnen. 
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